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L’isoforme p200CUXl est un répresseur transcriptionnel qui est clivé dans les NIH3T3 par 
la cathepsin L en isoforme pllOCUXl laquelle acquiert alors la capacité d’activer la 
transcription des gènes cibles. Dans le système digestif, CUX1 est exprimé dans l’iléon et 
le côlon proximal chez la souris adulte. Aucun rôle dans le contexte de l’épithélium colique 
n’a été attribué à ce jour aux isoformes p200CUXl et pl 10CUX1. Le but de cette thèse a 
donc été d’investiguer l’implication de p200CUXl et pl 10CUX1 dans l’épithélium colique 
ainsi que dans la carcinogenèse colorectale. Une étude différentielle par criblage de 
micropuces à ADN a permis d’identifier le gène PLZF comme cible transcriptionnelle de 
CUX1 dans le côlon. Une analyse informatique a prédit 15 sites de liaison potentiels pour 
CUX1 dans la portion 5’-UTR et dans une région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. 
Des essais de gel de rétention et d’immunoprécipitation de la chromatine ont démontré une 
interaction de CUX1 avec certains sites prédits du gène PLZF in vitro et in vivo. Des essais 
transcriptionnels ont rapporté une diminution de deux fois de l’activité transcriptionnelle du 
promoteur du gène PLZF par CUX1. Les sites # 13, 14 et 15 du promoteur du gène PLZF 
ont été identifiés comme étant les sites préférentiellement liés par CUX1. Une analyse 
Western a permis d’établir un patron d’expression réciproque entre les cellules qui 
expriment CUX1 et celles qui expriment PLZF. Ces travaux ont également permis 
d’identifier un nouveau mécanisme intracellulaire impliqué dans la production de 
l’isoforme pllOCUXl. Un traitement des cellules 293T, T84 et Caco2/15 avec deux 
inhibiteurs du protéasome, soit le MG132 et le bortezomib, résulte en une diminution de 
l’expression de l’isoforme pllOCUXl. Une rapide accumulation de l’isoforme p200CUXl 
est observée après 4 heures de traitement des cellules T84 au MG132. L’utilisation 
d’extraits de protéines cytoplasmiques et nucléaires suggère que la protéolyse limitée de 
l’isoforme p200CUXl en pllOCUXl prend place dans le noyau. Une expérience de 
dégradation in vitro confirme que le protéasome est la seule protéase responsable du 
clivage protéolytique. Une analyse informatique de la séquence en acides aminés de CUX1 
a prédit quatre régions susceptibles d’être clivées par le protéasome. Enfin, le présent 
travail a tenté de démystifier le rôle de pllOCUXl dans la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales et coliques. Les résultats montrent que l’isoforme pl 10CUX1 n’est 
pas un agent transformant. Sa surexpression dans les cellules IEC-6 et DLD-1 ne mène pas 
à une modulation de la vitesse de prolifération cellulaire. Aucune polype n’est visible au 
niveau de l’intestin grêle et/ou du côlon suite à la surexpression de p l lOCuxl et ce, même 
après une période latente de 12 mois. L’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 
par interférence à l’ARN dans les cellules IEC-6 conduit à une diminution significative de 
la prolifération cellulaire, alors que dans les cellules T84 et DLD-1, il y a un ralentissement 
modeste de la croissance cellulaire. Les cellules DLD-1 shCUXl ne forment pas moins de 
colonies en indépendance d ’ancrage. Les résultats de cette étude démontrent que le gène 
PLZF est une cible de CUX1, que le protéasome est impliqué dans la protéolyse limitée de 
p200CUXl en pl 10CUX1 et que pl 10CUX1 n’est pas impliquée dans la prolifération des 
cellules épithéliales intestinales et coliques et de cancer du côlon chez l’humain.
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L’intestin grêle et le côlon constituent le tractus gastro-intestinal chez l’humain. Le côlon, 
qui est l’organe d’intérêt dans cette thèse, est un long tube atteignant 1,5 m de long chez 
l’adulte et qui encadre presqu’entièrement l’intestin grêle sur les deux côtés, en haut et en 
bas (King et Boivin, 2001). Il est formé du caecum, la première portion du côlon, du côlon 
ascendant, transverse, descendant, sigmoïde, du rectum et il se termine par le canal anal. 
Les principales fonctions du côlon sont l’emmagasinage des résidus non absorbés sous 
forme de fèces et la régulation de leur excrétion dans l’environnement extérieur. Il joue 
également un rôle dans l’absorption de l’eau et des électrolytes du chyme vers la circulation 
sanguine (Smith et Morton, 2010).
1.1.2 Histologie
Le mur intestinal du côlon est composé de quatre couches concentriques, soit la séreuse, la 
muscularis, la sous-muqueuse et la muqueuse. La séreuse est la membrane la plus externe 
du côlon et elle consiste en une seule couche de cellules mésothéliales. La muscularis 
contient deux feuillets de muscles lisses impliqués dans le péristaltisme. La sous-muqueuse 
renferme une population hétérogène de cellules logées dans du tissu conjonctif dense telles 
des lymphocytes, des plasmocytes, des macrophages, des éosinophiles, des fibroblastes et 
des mastocytes. Enfin, la muqueuse est séparée en trois couches, soit la muscularis 
mucosae, la lamina propria et l’épithélium intestinal. La muscularis mucosae est un mince 
feuillet de cellules de muscles lisses séparant la muqueuse de la sous-muqueuse. La lamina 
propria est un espace continu de tissu conjonctif constitué d’une variété de types cellulaires 
similaires à ceux retrouvés dans la sous-muqueuse. Le dernier compartiment de la
2muqueuse est l’épithélium intestinal proprement dit formé d’une couche de cellules 
spécialisées lesquelles absorbent l’eau et les électrolytes (Feldman et al., 2010; Fenoglio- 
Preiser et al., 2008).
1.1.3 Types cellulaires de l’épithélium colique
Le côlon diffère de l’intestin grêle en ce sens qu’il ne contient pas de villosités; il est 
exclusivement composé de cryptes de Lieberkühn et d’un épithélium de surface plat (Figure 
1). Les cryptes forment des structures tubulaires droites qui s’étendent de façon parallèle 
entre elles de la lumière colique à la muscularis mucosae. Les cellules souches se 
retrouvent dans le compartiment de cellules prolifératives lequel est plus large que celui de 
l’intestin grêle et qui correspond aux deux tiers inférieurs de la crypte. Les cellules souches 
pluripotentes localisées à la base même des cryptes se divisent pour donner naissance à des 
cellules filles progénitrices (TA = transit-amplifying cells) lesquelles migrent le long de la 
crypte de la zone proliférative vers la surface épithéliale où elles se détachent et meurent 
par apoptose dans la lumière colique. Le tiers supérieur de l’unité cryptale ainsi que la 
surface épithéliale correspondent au compartiment de cellules différenciées composés de 
cellules absorbantes responsables de l’absorption de l’eau et des électrolytes, de cellules à 
mucus beaucoup plus nombreuses dans le côlon que dans l’intestin grêle et qui sécrètent 
une barrière protectrice de mucus et de cellules entéroendocrines lesquelles sont impliquées 
dans la relâche d’hormones gastro-intestinales telles la sécrétine, la cholécystokinine 
(CCK) et la somatostatine. Le côlon est dépourvu de cellules de Paneth. En moyenne, chez 
l’humain, la durée de vie d’un colonocyte est de 3 à 4 jours (Feldman et al., 2010; 
Fenoglio-Preiser et al., 2008; Reya et Clevers, 2005).
1.2 Les cellules souches intestinales
Par définition, une cellule souche intestinale est une cellule qui a la capacité de former 
d’autres cellules souches par auto-renouvellement et de générer tous les types de cellules 
retrouvées dans un épithélium intestinal mature (cellules souches multipotentes) (Shaker et 





















Figure 1 : Unité fonctionnelle de l’épithélium colique. Contrairement à l’intestin grêle, 
l’épithélium du côlon est dépourvu de villosités ; il est exclusivement composé de cryptes 
et d’un épithélium de surface plat. La zone proliférative se situe dans les deux tiers 
inférieurs de l’unité cryptale et elle est composée de cellules souches, de cellules 
progénitrices prolifératives et de cellules en cours de différenciation. Les cellules 
pleinement différenciées sont localisées dans le tiers supérieur de la crypte et près de la 
surface épithéliale et correspondent aux colonocytes, aux cellules à mucus et aux cellules 
entéroendocrines. Les cellules de Paneth sont absentes de l’épithélium colique. Figure tirée 
et modifiée de Reya et Clevers, 2005.
4cellules souches par crypte intestinale (Shaker et Rubin, 2010; Reya et Clevers, 2005) et 
elles peuvent être immortelles ou résider dans une niche. Les cellules souches immortelles 
ont la capacité de s’auto-renouveler par des divisions asymétriques afin de donner 
naissance à une cellule souche et à une cellule fille progénitrice. Ceci permet donc à la 
lignée de cellules souches de ne jamais s’éteindre (Kim et Shibata, 2002). Une niche est un 
milieu dynamique et spécialisé qui instruit les cellules localisées dans cette région de 
fonctionner en tant que cellules souches. La niche est composée de plusieurs différents 
types cellulaires lesquels contribuent spécifiquement à réguler le comportement des cellules 
souches. La composante cellulaire la plus étudiée est les myofibroblastes subépithéliaux 
intestinaux lesquels sont localisés dans la lamina propria et entourent la base des cryptes 
(Shaker et Rubin, 2010; Humphries et Wright, 2008). Les myofibroblastes subépithéliaux 
intestinaux maintiennent les cellules souches dans un état de cellules souches et contrôlent 
leurs comportements via la sécrétion de facteurs tels le ligand Wnt et de cytokines (Shaker 
et Rubin, 2010; Humphries et Wright, 2008). Dans la niche, le nombre de cellules souches 
demeure constant et les cellules peuvent se diviser de façon asymétrique ou symétrique. 
Pendant la division symétrique, il arrive parfois que la lignée de cellules souches 
disparaisse suite à la production de deux cellules filles progénitrices qui vont quitter la 
niche et se différencier. Afin de maintenir un nombre constant de cellules souches dans la 
niche, la disparition de ces dernières est balancée par la génération de deux cellules souches 
qui demeurent des cellules souches (Kim et Shibata, 2002). Les cellules souches 
multipotentes sont localisées à l’intérieur des sept premières positions de l’unité cryptale de 
l’intestin grêle et du côlon (Feldman et al., 2010). Il existe deux écoles de pensées quant à 
la position des cellules souches dans les cryptes: le modèle « position +4 » et celui de « la 
zone de cellules souches » (Barker et al., 2008). Le modèle classique a été élaboré par 
Potten et collègues vers la fin des années 1950 et stipule que les cellules souches de 
l’intestin grêle sont positionnées à la position +4 du fond des cryptes et que les cellules de 
Paneth occupent les trois premières positions (van der Flier et Clevers, 2009; Ricci-Vitiani 
et al., 2009; Barker et al., 2008; Radtke et Clevers, 2005; Potten et al., 1974). L’autre école 
de pensées propose la présence de petites cellules indifférenciées et prolifératives entre les 
cellules de Paneth appelées les crypt base columnar cells (CBC). Selon cette théorie, ces 
cellules représenteraient en fait les « vraies » cellules souches intestinales (van der Flier et
5Clevers, 2009; Ricci-Vitiani et al., 2009; Barker et al., 2008; Radtke et Clevers, 2005; 
Cheng et Leblond, 1974). Des marqueurs de cellules souches ont été rigoureusement 
évalués in vivo, soit Lgr5 (leucine-rich repeat containing G-protein-coupled receptor), un 
gène cible intestinal de la voie du Wnt et Bmil (Shaker et Rubin, 2010; Humphries et 
Wright, 2008). Enfin, d’autres ont été proposés comme marqueurs de cellules souches 
puisqu’ils sont exprimés à la position +4 du fond des cryptes, soit Musashi-1 et Dcamkll 
(double cortin and calcium/calmodulin-dependant protein kinase- likel) (Shaker et Rubin, 
2010).
2. Le cancer colorectal
2.1 Statistiques et types de cancer
Le cancer du côlon et du rectum (cancer colorectal) est le quatrième cancer le plus souvent 
diagnostiqué après les cancers de la prostate, du poumon et du sein. Il existe deux types de 
cancer colorectal : le cancer colorectal sporadique et le cancer colorectal héréditaire. Dans 
le cancer colorectal sporadique, la mutation n’est pas transmise et ce sont les facteurs 
environnementaux qui sont à l’origine de la mutation des deux copies du gène au courant 
de la vie (mutation somatique). Ce type de cancer correspond à environ 85% des cancers 
colorectaux. Dans le cas du cancer colorectal héréditaire, une copie du gène est déjà altérée 
à la naissance (mutation germinale) et la deuxième copie du gène sera mutée au courant de 
la vie; le cancer colorectal héréditaire correspond seulement à environ 10% des cancers 
colorectaux (Feldman et al., 2010).
2.2 Cancer colorectal héréditaire
2.2.1 Polypose adénomateuse familiale (Familial Adenomatous Polyposis', FAP)
La polypose adénomateuse familiale se caractérise par la formation de centaines de milliers 
d’adénomes dans le côlon et dans le rectum avec ou sans tumeurs extra-coliques. Les 
adénomes se développent une dizaine d’années avant l’apparition du cancer et dans 100% 
des cas, les personnes affectées vont développer un cancer du côlon si celui-ci est toujours
6en place. Le syndrome FAP est causé par une ou des mutations dans le gène adenomatous 
polyposis coli (APC) lequel est situé sur le chromosome 5 et les mutations peuvent se 
localiser tout le long du gène APC. Cependant, chez 45% des patients, la mutation est 
située dans la moitié de l’extrémité 5’ du dernier exon du gène (exon 15) menant à 
l’expression d’une protéine APC tronquée. Il existe deux variants du syndrome FAP, soit le 
syndrome de Gardner qui se manifeste par la présence d’une polypose colique, de kystes 
épidermoïdes, d’ostéomes et de desmoïdes; et le syndrome de Turcot lequel se caractérise 
par des tumeurs non seulement dans le côlon, mais également au cerveau (Feldman et al., 
2010; Fenoglio-Preiser et al., 2008; Sancho et al., 2004).
2.2.2 Cancer du côlon héréditaire non polyposique (Hereditary NonPolyposis Colorectal 
Cancer, HNPCC)
Contrairement au syndrome FAP, les patients atteints du cancer du côlon héréditaire sans 
polypose (HNPCC) appelé également le syndrome de Lynch, ne présentent pas de polypose 
colique (présence de plus de 100 adénomes dans le côlon), mais plutôt quelques adénomes 
discrets localisés principalement dans le côlon proximal. En plus du cancer colorectal, 
d’autres tumeurs extra-intestinales peuvent se développer chez les personnes souffrant du 
syndrome HNPCC, soit au niveau de l’endomètre, de l’estomac et des voies urinaires. Le 
syndrome HNPCC est caractérisé par une mutation germinale dans un des gènes codant 
pour une protéine de réparation de l’ADN, soit les gènes MMR (DNA mismatch repair). 
Les gènes les plus souvent mutés sont hMLHl (dans 43% à 63% des cas) situé sur le 
chromosome 3 et hMSH2 (dans 25% à 45% des cas) localisé sur le chromosome 2. Des 
mutations dans d’autres gènes MMR, tels hMSH6, hPMSl et hPMS2 ont également été 
retrouvées chez un plus petit nombre de patients souffrant du syndrome HNPCC (Feldman 
et al., 2010; Fenoglio-Preiser et al., 2008; Sancho et al., 2004).
2.3 Génétique moléculaire du cancer colorectal
Une prolifération cellulaire anormale est souvent une caractéristique spécifique de la 
néoplasie. Plusieurs évidences dans la littérature ont rapporté que le développement du 
cancer colorectal découle non seulement de la présence de facteurs environnementaux, mais
7qu’il est également le résultat d’une accumulation de mutations génétiques dans les 
oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs et les gènes de réparation de l’ADN lesquels 
jouent un rôle crucial dans la régulation de la prolifération cellulaire (Feldman et al., 2010). 
Deux principales voies sont impliquées dans le développement du cancer colorectal, soit la 
voie d’instabilité chromosomique (CIN = chromosomal instability) et la voie d’instabilité 
des microsatellites (MSI = microsatellite instability).
2.3.1 La voie d’instabilité chromosomique
La voie d’instabilité chromosomique est caractérisée par une perte allélique au niveau des 
chromosomes 5q, 17p et 18q (Takayama et al., 2006 ) (Figure 2). Elle est représentée par le 
célèbre modèle de carcinogenèse colorectale proposé par Fearon et Vogelstein dans lequel 
la transition épithélium normal-polype-adénome-carcinome-métastase est le résultat de 
mutations successives dans les gènes APC, k-ras, DCC (deleted in colorectal 
cancer)!SrmdA et TP53 (Takayama et al., 2006; Arends, 2000). Le gène suppresseur de 
tumeurs APC est muté dans les premières étapes de la carcinogenèse colorectale, soit 
pendant le développement de polypes (transition épihélium colique normal à adénome 
bénin) (Takayama et al., 2006 ). Localisé sur le long bras du chromosome 5, il est muté 
dans 60% à 80% des cancers colorectaux sporadiques et les personnes atteintes du 
syndrome FAP présentent des mutations germinales dans le gène APC. Dans la voie Wnt/p~ 
caténine, la protéine APC fait partie d’un complexe multi-protéique et elle joue un rôle 
dans la dégradation de la P-caténine via sa phosphorylation. Une inactivation du gène APC 
mène donc à une accumulation de P-caténine au noyau et, par conséquent, à une 
augmentation de la prolifération cellulaire et à une diminution de l’apoptose (Feldman et 
al., 2010; Fenoglio-Preiser et al., 2008; Takayama et al., 2006). Le proto-oncogène k-ras 
est muté pendant les étapes intermédiaires de la tumorigenèse colique, soit lors du passage 
d’un adénome précoce à un adénome intermédiaire (Takayama et al., 2006). Son rôle dans 
la néoplasie colique est en quelque sorte de faciliter la croissance cellulaire, c’est-à-dire de 
permettre aux petits adénomes de devenir plus gros (Crawford et Rustgi, 2003). K-ras est 
altéré dans environ 65% des cancers colorectaux sporadiques et des évidences dans la 
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Figure 2 : Les deux principales voies retrouvées dans les cancers colorectaux. Dans la 
voie d’instabilité chromosomique, la progression épithélium normal-adénome-carcinome- 
métastase est causée par une succession de mutations dans des gènes suppresseurs de 
tumeurs (APC, DCC/Smad4 et TP53) et dans des oncogènes (k-ras). La voie d’instabilité 
des microsatellites se caractérise par la présence de mutations dans des protéines de 
réparation de l’ADN (MMR) qui sont incapables de réparer une insertion ou une délétion 
de nucléotides dans une séquence de nucléotides répétés (microsatellites). Par conséquent, 
il y a une altération dans la longueur de la séquence d’ADN. Figure tirée et modifiée de 
Sôreide et al., 2006.
9seules de mener au développement d’un carcinome (Feldman et a l, 2010). Le troisième 
événement menant à la tumorigenèse colique est la perte allélique sur le chromosome 18q. 
Deux gènes suppresseurs de tumeurs sont situés à l’endroit de la perte allélique sur le 
chromosome 18, soit les gènes DCC et Smad4. Il semblerait que la perte d ’activité de ces 
deux gènes serait associée à la transition adénome-carcinome (Feldman et al., 2010; 
Takayama et al, 2006; Crawford et Rustgi, 2003). Enfin, l’inactivation du gène 
suppresseur de tumeurs TP53 est la dernière étape clé menant à la transformation d’un 
adénome en carcinome. 75% des cancers colorectaux présentent des mutations sur le 
chromosome 17 où est localisé le gène TP53. La protéine p53 est un important régulateur 
négatif de la croissance cellulaire normale et de la division. Lorsqu’il y a des dommages à 
l’ADN, il prévient la progression des cellules de la phase G1 à la phase S permettant ainsi à 
la cellule de réparer les erreurs dans l’ADN. Des mutations dans le gène TP53 empêchent 
donc les cellules dont l’ADN est endommagé d’arrêter leur prolifération cellulaire et 
d’entrer en apoptose (Feldman et al., 2010; Takayama et a l, 2006; Crawford et Rustgi, 
2003).
2.3.2 La voie d’instabilité des microsatellites
La voie d’instabilité des microsatellites se définit par un changement dans la longueur 
d’une courte séquence de nucléotides répétés suite à l’insertion ou à la délétion de 
nucléotides pendant la réplication de l’ADN (Fenoglio-Preiser et al., 2008) (Figure 2). Lors 
de la duplication de la chromatine, il arrive que la polymérase insère une mauvaise base 
dans le brin en formation. Ce mauvais appartement se produit le plus souvent dans des 
régions de la chromatine où se trouvent des séquences d’ADN répétées appelées 
microsatellites. Les erreurs sont rapidement corrigées par un système de réparation des 
mésappariements composé des protéines MMR (DNA mismatch repair genes). Cependant, 
une mutation dans une de ces protéines de réparation peut mener à l’impossibilité de 
corriger les erreurs ce qui provoque une instabilité des microsatellites. Des mutations 
germinales dans des gènes de réparation de l’ADN tels hMLHl, hMSH2, hMSH6, hPMSl et 
hPMS2 ont été retrouvées dans le cancer du côlon héréditaire non polyposique (HNPCC). 
De plus, des régions microsatellites sont souvent présentes dans des gènes impliqués dans
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le maintien des fonctions normales de la cellule. Par exemple, les gènes codant pour la P- 
caténine et le récepteur de type II du facteur transformant P (TGFpRII) ont été répertoriés 
comme ayant des mutations causées par la voie d’instabilité des microsatellites (Feldman et 
al., 2010; Sôreide et al., 2006; Takayama et al., 2006; Crawford et Rustgi, 2003). Des 
évidences dans la littérature ont montré que dans les cancers colorectaux sporadiques, la 
voie d’instabilité des microsatellites se manifestait par un événement épigénétique. En 
effet, une hyperméthylation du promoteur du gène MMR hMLHl a été observée dans plus 
de 70% des tumeurs sporadiques avec MSI (Feldman et al., 2010).
3. La transcription
La fine régulation de l’expression des gènes est ce qui distingue les différents types 
cellulaires chez les organismes supérieurs (Villard, 2004). De façon simpliste, un gène 
eucaryote se définit comme étant une séquence d’acides nucléiques (ADN) qui code pour 
une molécule d’ARNm (acide ribonucléique messager) laquelle code pour une protéine 
(Johnson, 2006). Le contrôle de l’expression des gènes est une étape cruciale dans le 
maintien de l’homéostasie cellulaire. Il existe au moins sept étapes pendant lesquelles 
l’expression d’un gène peut être régulée dans la cellule, soit aux niveaux de la structure de 
la chromatine, de l’initiation de la transcription, du traitement de l’ARNm, du transport de 
1’ ARNm du noyau au cytoplasme, de la traduction de 1’ARNm en protéine, de la stabilité de 
l’ARNm et de la stabilité de la protéine (Villard, 2004). Dans le noyau, les gènes sont 
empaquetés sous forme de chromatine laquelle existe dans deux conformations: 
l’euchromatine et l’hétérochromatine. L’euchromatine est localisée au centre du noyau et 
elle contient les gènes qui sont activement transcrits. C’est une région décondensée de la 
chromatine. Au contraire, l’hétérochromatine est une région de la chromatine fortement 
empaquetée et les gènes qu’elle contient sont transcriptionnellement silencieux. Elle est 
située à la périphérie du noyau et elle représente seulement 15% de la chromatine nucléaire 
(Johnson, 2006; Villard, 2004). La base moléculaire de la régulation de la transcription des 
gènes repose sur la liaison de protéines agissant en trans (facteurs de transcription) sur des 
séquences agissant en cis (sites de liaison) (Villard, 2004). Parmi les éléments agissant en 
trans, il y a les facteurs de transcription généraux (FTG), les facteurs de transcription
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régulateurs (FTR), soit les activateurs et les répresseurs et les co-activateurs et les co- 
répresseurs (Johnson, 2006; Villard, 2004; Cosma, 2002). Les facteurs de transcription 
régulateurs peuvent être la cible de plusieurs modifications post-traductionnelles lesquelles 
peuvent non seulement moduler leur activité, mais également affecter leur temps de demi- 
vie, leur localisation cellulaire et leurs interactions avec d’autres protéines. En plus d’être 
modifiés par l’addition de groupements fonctionnels, les facteurs de transcription 
régulateurs peuvent également être la cible du clivage protéolytique; c’est le cas du facteur 
de transcription CUX1 qui est le principal sujet de cette thèse (Johnson, 2006).
4. Le facteur de transcription CUX1
4.1 Généralités
La protéine CUXl (Cut homeobox 1) est un facteur de transcription faisant partie de la 
grande famille des protéines à homéodomaine et qui est présent chez tous les métazoaires 
(Sansregret et Nepveu, 2008; Nevpeu, 2001). Les premières études génétiques décrivant le 
phénotype associé aux mutations viables de Cut ont été réalisées chez la mouche 
Drosophila melanogaster. Depuis, l’ADNc a été isolé de plusieurs espèces incluant 
l’humain, le chien, la souris et le rat et qui a été respectivement appelé CDP (CCAAT- 
displacement protein), Clox (Cut-like homeobox), Cux-1 (Cut homeobox) et CDP-2 
(Neufeld et al., 1992; Andres et al., 1992; Val arche et al., 1993; Yoon et Chikaraishi, 1994; 
Nepveu, 2001). Il y a deux gènes codant pour la protéine CUXl, soit CUXl et CUX2, 
retrouvés autant chez l’homme que chez la souris. L’expression du gène CUXl est 
ubiquitaire, alors que CUX2, d’abord identifié chez la souris (Quaggin et al., 1996) et le 
poulet (Tavares et al., 2000), est exprimé exclusivement dans les tissus du système nerveux 
(Sansregret et Nepveu, 2008; Nepveu, 2001; Rong Zeng et al., 2000). Le gène CUXl est 
localisé sur le chromosome 7, au niveau de la bande 22, une région fréquemment délétée 
dans les cancers humains. C ’est un gène d’une longueur de 340 kb contenant 33 exons et 
codant pour une protéine de 1505 acides aminés (Rong Zeng et al., 2000; Lievens et al., 
1997). Au niveau du système gastro-intestinal, la protéine CUXl est détectée dans 
l 'épithélium de l ’iléon et du côlon proximal chez la souris adulte (Boudreau et al., 2002).
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4.2 Domaines de la protéine CUXl
La protéine complète CUXl, appelée p200CUXl, est une immense protéine de 200 kDa 
(Figure 3). C’est un répresseur transcriptionnel composé de quatre domaines de liaison à 
l’ADN, soit trois Cut repeat, CRI, CR2 et CR3, très bien conservés entre les espèces et un 
Cut homéodomaine HD impliqué dans la reconnaissance spécifique d’une séquence d’ADN 
particulière (Harada et al, 1994). À l’extrémité N-terminale de la protéine, se trouvent un 
domaine auto-inhibiteur (Truscott et al., 2004) et un domaine d’interaction protéine- 
protéine, le domaine coiled-coil (CC) (Gupta et al., 2003). À l’extrémité C-terminale, il y a 
le domaine de répression actif de CUXl, qui contient plus spécifiquement les régions RI et 
R2 qui ont été démontrées comme étant les régions responsables de la répression 
transcriptionnelle active (Maily et ai, 1996).
L’affinité et la spécificité de liaison de CUXl à l’ADN dépend de l’association des Cut 
repeat et du domaine HD via des interactions intramolécul aires pour former différentes 
combinaisons de domaines (Moon et al., 2000). Des évidences dans la littérature ont 
rapporté que le domaine auto-inhibiteur situé à l’extrémité N-terminale de la protéine 
inhibe l’activité de toutes les combinaisons de domaines et que le domaine CRI joue un 
rôle crucial dans la cinétique de liaison de CUXl à l’ADN (Sansregret et Nepveu, 2008). 
Les combinaisons de domaines contenant le domaine CRI (protéine complète 
CR1CR2CR3HD, CR1CR2, CR1HD) présentent une cinétique de liaison rapide et 
transitoire à l’ADN appelée on and off, c’est-à-dire qu’une fois liées à l’ADN, elles s’en 
détachent aussi rapidement. Elles se lient à deux séquences consensus répétées CRAT (R = 
A ou T) qu’elles soient directes ou inversées et séparées par un nombre variable de 
nucléotides. Les combinaisons de domaines incluant le Cut repeat 1 (CRI) possèdent 
également l’activité de déplacement CCAAT (Sansregret et Nepveu, 2008; Truscott et al., 
2004; Nepveu, 2001; Moon et al., 2000). Les autres combinaisons de domaines, soit 
CR2CR3HD, CR2HD et CR3HD, possèdent une forte affinité pour l’ADN, elles s’y lient 
de façon plus stable et préfèrent la séquence consensus ATCRAT (Sansregret et Nepveu, 
2008; Goulet et al., 2002, 2006; Moon et al., 2000, 2001).
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Figure 3 : Domaines fonctionnels de la protéine CUXl. La forme complète du facteur de 
transcription CUXl a un poids moléculaire de 200 kDa et il est composé de quatre 
domaines de liaison à l’ADN, d’un domaine auto-inhibiteur et d’un motif d’interaction 
protéine-protéine à l’extrémité N-terminale et d’un domaine de répression à l’extrémité C- 
terminale.
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En plus de coder pour la protéine CUXl, le gène produit également une deuxième protéine 
appelée CASP (Cut altematively spliced product) suite à de l’épissage alternatif. L’ADNC 
de CASP, d’une longueur de 3,4 kb, code pour une protéine de poids moléculaire d’environ 
80 kDa. Elle contient le domaine coiled-coil, mais elle est dépourvue des trois Cut repeat et 
du domaine HD, prédisant qu’elle est incapable de lier l’ADN (Lievens et al, 1997). Des 
évidences dans la littérature ont montré que CASP est en fait une protéine retrouvée dans 
l’appareil de Golgi. De façon plus précise, elle est ancrée à la membrane via le domaine 
transmembranaire à l’extrémité C-terminale (TMD) (Gillingham et al., 2002).
4.3 Les isoformes de CUXl
Plusieurs isoformes de la protéine complète CUXl ont été répertoriées dans la littérature 
soit, pl50, pllO, p90, p80 et p75CUXl (Figure 4). Chacune d’entre elles a des propriétés 
distinctes de liaison à l’ADN et de transcription. Tandis que l’isoforme de 75 kDa est 
générée suite à l’initiation de la transcription à partir d’un autre site dans le gène CUXl 
(Goulet et al., 2002), les autres isoformes sont produites par clivage protéolytique 
(Sansregret et Nepveu, 2008). L’isoforme pl50ÇUXl (CR1CR2CR3HD, pas de R1R2) est 
produite suite au clivage protéolytique par une protéase inconnue à ce jour dans les glandes 
mammaires différenciées. Elle est incapable de lier l’ADN et elle ne possède aucune 
activité transcriptionnelle. Elle fonctionne plutôt comme une protéine dominante négative 
(Maitra et al., 2006). L’isoforme tronquée à l’extrémité N-terminale de 110 kDa 
(pllOCUXl ; CR2CR3HDR1R2) est générée à la transition des phases Gl/S du cycle 
cellulaire suite au clivage protéolytique de p200CUXl entre les domaines CRI et CR2 par 
la cystéine protéase nucléaire cathepsin L. Ceci a été démontré dans un modèle de cellules 
fibroblastiques de souris, soit les NIH3T3 (Goulet et a l, 2004). L’isoforme p90CUXl 
(CR2CR3HDR1R2) est également clivée par la cathepsin L et ceci a été démontré dans des 
lignées humaines de cancer du sein et dans des lignées épithéliales et fibroblastiques chez 
l’humain, le rat et la souris (Goulet et al., 2006). L’isoforme de 80 kDa (CR2CR3HD, pas 
de R1R2) est le résultat de deux clivages protéolytiques: elle est clivée à l’extrémité N- 
terminale par la cathepsin L et à l’extrémité C-terminale par une activité caspase. Il a été 

















Liaison à l’ADN la transcription
Rapide, instable Répression
Aucune Aucune
Lente, stable Répression, activation
Lente, stable Répression, activation
Lente, stable Activation
Lente, stable Répression, activation
Figure 4 : Propriétés de liaison et de transcription des différentes isoformes de CUXl.
Les isoformes pl50, pllO, p90 et p80CUXl sont générées par clivage protéolytique, alors 
que l’isoforme p75CUXl est produite suite à l’initiation de la transcription à partir d’un 
autre site dans l’intron 20 du gène CUXl. La liaison des isoformes de CUXl à l’ADN est 
déterminée par la combinaison des différents domaines de liaison à l’ADN présents dans 
chaque isoforme. Alors que la forme complète de CUXl, soit p200CUXl, réprime la 
transcription, les autres isoformes peuvent fonctionner comme répresseurs ou activateurs de 
la transcription en fonction du contexte du promoteur. Figure tirée et modifiée de 
Sansregret et Nepveu, 2008.
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p80CUXl in vitro. Les travaux ont également rapporté que le clivage n’est pas associé à un 
phénomène d’apoptose, mais bien à de la prolifération cellulaire (Truscott et al., 2007). 
Enfin, contrairement aux autres isoformes, l’isoforme p75CUXl n’est pas issue d ’un 
clivage protéolytique; elle est générée suite à l’initiation de la transcription à partir d’un 
autre site dans l’intron 20 du gène CUXl. Il a été rapporté qu’il y a surexpression de cette 
isoforme dans les cancers du sein (Goulet et al., 2002). L’isoforme complète p200CUXl se 
lie rapidement et de façon transitoire à l’ADN et elle agit exclusivement comme répresseur 
transcriptionnel. Les isoformes plus courtes, soit pllO, p90, p80 et p75CUXl se lient plus 
lentement et font une interaction plus stable avec l’ADN. En ce qui a trait aux propriétés 
transcriptionnelles de ces isoformes, pllO, p90 et p75CUXl peuvent inhiber ou activer la 
transcription des gènes cibles tandis que l’isoforme p80CUXl est exclusivement un 
activateur de la transcription (Sansregret et Nepveu, 2008).
4.4 La régulation de CUXl
Plusieurs évidences dans la littérature ont rapporté que l’activité de liaison à l’ADN des 
différentes isoformes de CUXl et, par conséquent, leur capacité à réguler l’expression des 
gènes cibles, étaient modulées par des modifications post-traductionnelles, soit par 
acétylation, phosphorylation, déphosphorylation et clivage protéolytique (Figure 5).
4.4.1 Acétylation de CUXl
Li et collaborateurs ont rapporté, en 2000, une interaction de CUXl avec les histones 
acétyltransférases CBP (CREB-binding protein) et PCAF (p300/CBP-associated factor). 
Les auteurs ont observé que PCAF acétylait de façon spécifique les domaines de liaison 
CR3 et HD de CUXl via son domaine HAT et que cette modification post-traductionnelle 
résultait en une diminution de l’activité de liaison de CUXl à l’ADN et, par conséquent, de 
sa capacité d’inhiber la transcription des gènes cibles (Li et al., 2000).
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Figure 5 : Les modifications post-traductionnelles de CUXl. CUXl est phosphorylée 
par les protéines kinases PKC, CKII et PKA et par les complexes cyclineA/cdkl et 
cyclineA/cdk2. Les domaines de liaison CR3 et HD sont la région ciblée par la phosphatase 
Cdc25a et par l’histone acétyltransférase PCAF. Le clivage protéolytique de CUXl se fait 
par la cathepsin L pour produire les isoformes pl 10 et p90CUXl et par une activité caspase 
à l’extrémité C-terminale afin de générer l’isoforme p80CUXl. Figure tirée de Sansregret 
et Nepveu, 2008.
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4.4.2 Phosphorylation et déphosphorylation de CUXl
Plusieurs évidences dans la littérature ont rapporté une implication de diverses protéines 
kinases dans la modification post-traductionnelle de CUXl par phosphorylation* En effet, 
la protéine kinase C (PKC) (Coqueret et a l, 1996) et la caséine kinase II (CKII) (Coqueret 
et al, 1998) phosphorylent CUXl sur des résidus spécifiques situés dans chacun des cut 
repeat. En 2001, Santaguida et collaborateurs ont rapporté que le complexe cycline A/cdkl, 
présent pendant la phase G2 du cycle cellulaire, avait la capacité d’interagir avec les 
domaines CR3 et HD de CUXl et de le phosphoryler sur les résidus 1237 (site majeur) et 
1270 (site mineur). Ceci résultant en une diminution de l’activité de liaison de CUXl à 
l’ADN et en la dé-répression de l’expression du gène p21, cible transcriptionnelle de CUXl 
(Santaguida et a l, 2001). Santaguida et collaborateurs ont également observé que l’activité 
de liaison de CUXl à l’ADN était maximale pendant la phase S du cycle cellulaire. Les 
auteurs ont rapporté une interaction entre le complexe cycline A/cdk2 et CUXl lequel est 
incapable de phosphoryler CUXl. Par conséquent, la liaison de CUXl à l’ADN ainsi que sa 
capacité de transactiver les gènes cibles ne sont pas affectées (Santaguida et a l, 2005). La 
phosphorylation de CUXl a non seulement une incidence sur sa liaison à l ’ADN, mais elle 
a également un impact direct sur la prolifération et sur la migration cellulaire. La protéine 
kinase A (PKA) phosphoryle spécifiquement la sérine 1215 entre les domaines CR3 et HD 
de CUXl. Par des essais de prolifération cellulaire et de blessures sur monocouche de 
cellules, les auteurs ont observé que la phosphorylation de CUXl par la PKA résultait en 
une réduction significative de la prolifération et de la migration cellulaire des cellules 
NIH3T3 (Michl et al, 2006).
L’activité de liaison du facteur de transcription CUXl à l’ADN peut également être 
modulée par déphosphorylation. C’est Coqueret et collaborateurs qui ont rapporté une 
régulation de la liaison de CUXl à l’ADN par phosphorylation en fonction des différentes 
phases du cycle cellulaire. En effet, CUXl se lie faiblement à l’ADN dans les phases Go et 
début Gi, car il se trouve dans un état phosphorylé. Plus les cellules progressent vers la 
phase S du cycle cellulaire, plus l’activité de liaison de CUXl à l’ADN augmente. Les 
auteurs ont observé que la forte liaison de CUXl à l’ADN pendant la phase S était attribuée
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à la déphosphorylation de CUXl par la phosphatase à double spécificité Cdc25a, laquelle 
est activée à la transition Gj/S. Ils ont également montré que cette déphosphorylation 
menait vraisemblablement à une diminution de l’expression du gène p21 (Coqueret et al., 
1998).
4.5 La régulation par CUXl
Originalement, le facteur de transcription CUXl a été décrit comme étant un répresseur 
transcriptionnel et plusieurs évidences dans la littérature ont démontré que CUXl a la 
capacité de réprimer la transcription des gènes cibles selon deux mécanismes. D’abord, 
CUXl peut empêcher des activateurs de la transcription, comme par exemple le facteur 
CBF (CCAAT-binding factor), de se lier à l’ADN et ainsi activer la transcription des gènes 
cibles. C’est la répression passive, car il y a compétition entre un répresseur et un activateur 
pour l’occupation de la chromatine. CUXl peut également réprimer la transcription de 
façon active via ses deux domaines de répression actifs (RI et R2) localisés à l’extrémité C- 
terminale de la protéine (Mailly et a l, 1996). En effet, CUXl peut recruter le co-répresseur 
HDAC1 via ses domaines RI et R2 lequel va coopérer, avec lui, dans la répression 
transcriptionnelle (Li et a l, 1999). De plus, la répression active médiée par CUXl peut 
même se faire à une certaine distance du site d’initiation de la transcription (Mailly et al., 
1996).
Plusieurs des gènes cibles de CUXl sont des gènes réprimés dans les cellules prolifératives 
précurseures, mais qui deviennent rapidement exprimés lorsque les cellules se différencient 
et que l’activité de liaison de CUXl à l’ADN cesse (Nepveu, 2001; van Gurp et al., 1999). 
Parmi ceux-ci, il y a le gène CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
gene). CUXl médie la répression de ce gène grâce au recrutement d’un complexe HDAC1 
via ses domaines CR3 et HD sur la boîte Y du promoteur du gène CFTR (Li et al., 1999). 
Le gène p21 est également un gène cible de CUXl et des études effectuées en 2004 par 
Walsh et collaborateurs ont démontré un mécanisme unique de répression transcriptionnelle 
par CUXl, soit le recrutement d’une activité histone lysine méthyltransférase (HKMT). 
Suite au recrutement du co-répresseur G9a (histone lysine méthyltransférase) sur le
20
promoteur du gène p21, celui-ci ajoute spécifiquement des groupements méthyles sur les 
résidus lysines 9 de l’histone H3 et coopère, avec CUXl, dans la répression du gène p21 
(Nishio et Walsh, 2004). Des évidences dans la littérature ont également démontré que 
CUXl a la capacité d’interagir avec certains partenaires du cycle cellulaire afin d’inhiber la 
transcription des gènes cibles dont, entre autres, celle du gène de l’ostéocalcine (OC). Ce 
gène est impliqué dans la différenciation des ostéoblastes. Les travaux ont rapporté la 
formation d’un complexe protéique composé de CUXl, de la cycline A et d’un homologue 
de la protéine du rétinoblastome, soit pl07, sur la boîte OC I du promoteur du gène de 
l’ostéocalcine (van Gurp et al., 1999). Le facteur CUXl régule également l’expression des 
gènes histones H l, H2A, H2B, H3 et H4 durant la transition des phases Gi/S du cycle 
cellulaire (el-Hodiri et Perry, 1995). En effet, CUXl interagit avec la cycline A, Cdkl et 
pl05 (homologue de pRb) pour former un immense complexe protéique, soit le complexe 
HiNF-D (histone nuclear factor D), lequel va se lier sur le site II du promoteur du gène de 
l’histone H4 afin d’inhiber son expression à la fin de la phase S. Les études ont également 
rapporté que CUXl représente la sous-unité liant l’ADN dans le complexe HiNF-D et que 
seule la protéine pRb collabore avec CUXl à la répression transcriptionnelle du gène de 
l’histone H4 (Gupta et al, 2003; van Wijnen et al, 1996; van Wijnen et a l, 1994).
Parmi les nombreux autres gènes réprimés par le facteur de transcription CUXl, il y a le 
gène gp91phox (Luo et Skalnik, 1996; Lievens et al., 1995; Neufeld et a l, 1992; Skalnik et 
al., 1991), NCAM (neural cell adhésion molecule) (Valarche et a l, 1993), la tyrosine 
hydroxylase (Yoon et Chikaraishi, 1994), le gène CD8a (Banan et a l, 1997), le gène de la 
lactoferrine (Khanna-Gupta et a l, 1997), de la neutrophile collagénase (Lawson et al., 
1998), de la tryptophane hydroxylase (Teerawatanasuk et a l, 1999), c-myc (Dufort et 
Nepveu, 1994), c-mos (Higgy et al., 1997) et la thymidine kinase (Kim et a l, 1997) pour ne 
nommer que ceux-ci (pour une liste complète des gènes cibles présentés dans cette thèse et 
modulés par les isoformes de CUXl, voir l’annexe à la page 154).
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Au niveau du système gastro-intestinal, les travaux antérieurs du Pr François Boudreau ont 
rapporté une implication de CUXl dans la répression transcriptionnelle du gène de la 
sucrase-isomaltase (SI) dans l’épithélium colique chez la souris adulte (Boudreau et al., 
2002).
En plus d’inhiber la transcription de ses gènes cibles, CUXl peut également exercer sa 
fonction primaire au niveau de l’ADN en activant la transcription. Ce double rôle, propre 
au facteur de transcription CUXl, est fonction de l’isoforme produite. En effet, comme 
mentionné précédemment, l’isoforme complète de CUXl, soit p200CUXl, agit 
exclusivement à titre de répresseur transcriptionnel, l’isoforme p80CUXl uniquement à 
titre d’activateur de la transcription, alors que les autres isoformes peuvent soit inhiber 
et/ou activer la transcription des gènes cibles. Cependant, les mécanismes par lesquels les 
isoformes de CUXl activent la transcription des gènes ne sont pas clairement définis à ce 
jour (Sansregret et Nepveu, 2008). Sur certains promoteurs, l ’activation de la transcription 
nécessite un clivage à l’extrémité C-terminale par une ou des caspases permettant d’enlever 
les deux domaines de répression actifs RI et R2 de CUXl. C’est le cas de l’isoforme 
p80CUXl (Truscott et al., 2007). Cependant, sur certains autres promoteurs, le clivage de 
l’extrémité C-terminale n’est pas un pré-requis pour que CUXl fonctionne comme un 
activateur de la transcription. Les observations faites dans la littérature peuvent être 
réconciliées selon l’hypothèse suivante: CUXl s’associe avec des partenaires spécifiques 
sur des promoteurs distincts et la régulation de la transcription est déterminée par le type de 
complexe protéique qui se forme sur un promoteur en particulier (Sansregret et Nepveu,
2008). Le premier article ayant démontré la participation de CUXl dans l’activation de la 
transcription est celui de Truscott et collaborateurs en 2003. Ils ont rapporté que l’isoforme 
pllOCUXl, produite à la transition des phases Gj/S du cycle cellulaire, acquiert la capacité 
d’activer la transcription du gène de l’ADN polymérase a  (Truscott et al., 2003). Truscott 
et collaborateurs ont par la suite démontré que les facteurs de transcription E2F1 et E2F2 
coopéraient avec pl 10CUX1 dans l’activation du promoteur du gène de l’ADN polymérase
a. Par des essais de co-immunoprécipitation, d’immunoprécipitation de la chromatine 
(ChIP) et de gène rapporteur, ils ont rapporté une implication de Fisoforme pllOCUXl 
dans le recrutement de E2F1 et E2F2 sur le promoteur du gène de l’ADN polymérase a  et
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une interaction de pl 10CUX1 avec les facteurs E2F1 et E2F2 via des interactions protéine- 
protéine faibles (Truscott et al., 2008). L’isoforme pllOCUXl accroît également l’activité 
transcriptionnelle de promoteurs d’autres gènes dont l’expression est augmentée en phase 
S, soit le gène de la dihydrofolate réductase (DHFR), de la carbamoyl-phosphate synthase- 
aspartate carbamoyltransférase-dihydroorotase (CAD) et de la cycline A (Truscott et al.,
2003).
4.6 CUXl et la prolifération et migration cellulaire
CUXl joue un rôle dans de nombreux processus biologiques dont, entre autres, la 
prolifération et la migration cellulaire.
4.6.1 La prolifération cellulaire
Comme décrit précédemment, l’isoforme pllOCUXl acquiert de nouvelles propriétés 
transcriptionnelles et de liaison à l’ADN suite au clivage de p200CUXl à la transition des 
phases Gi/S du cycle cellulaire. En 2006, Sansregret et collaborateurs ont étudié l’effet de 
l’expression de pllOCuxl sur la prolifération cellulaire des cellules fibroblastiques de 
souris NIH3T3. Ds ont observé que la population de cellules NIH3T3 surexprimant de 
façon stable l’isoforme pllOCuxl proliféraient beaucoup plus rapidement que les cellules 
contrôles (contenant le vecteur vide). Cette accélération de la prolifération cellulaire résulte 
d’un raccourcissement de la longueur de la phase Gi puisque les cellules surexprimant 
pllOCuxl atteignent la phase S plus rapidement que les cellules contrôles suivant plusieurs 
conditions expérimentales: privation en sérum suivi d’une stimulation (synchronisation des 
cellules en phase Go), double blocage à la thymidine (synchronisation des cellules en phase 
S) et élutriation centrifuge (enrichissement des cellules en phase G2). Ces observations ont 
également été corroborées dans d’autres types cellulaires, soit dans des lignées humaines de 
glioblastomes (T98G) et d’ostéosarcomes (U20S) et dans la lignée de cellules épithéliales 
provenant des glandes mammaires chez la souris, les cellules NMuNG. Au niveau 
moléculaire, les auteurs ont déterminé que pllOCUXl accélère l’entrée des cellules en 
phase S en augmentant l’expression de deux cyclines, soit la cycline E2 et la cycline A2 et
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que seul le gène de la cycline A2 est une cible directe de pl 10CUX1, tel que démontré par 
immunoprécipitation de la chromatine (ChlP). Les auteurs concluent donc leurs études en 
mentionnant qu’une forte expression de l’isoforme pllOCUXl peut contribuer au 
développement du cancer (Sansregret et al., 2006).
4.6.2 La migration cellulaire
C’est Downward et collaborateurs qui ont démontré, pour la première fois en 2005, 
l’implication de CUXl dans la motilité cellulaire. Par des essais de blessures sur 
monocouche de cellules, de migration double-chambre (two-chamber migration assays) et 
de microscopie time-lapse video, les auteurs ont observé une diminution de la migration des 
cellules NIH3T3 exprimant un shARN contre le messager de Cuxl comparativement aux 
cellules contrôles. Ils ont également rapporté que cette réduction de la motilité cellulaire en 
absence de l’expression de CUX1 n’était pas spécifique aux fïbroblastes, mais qu’elle était 
observée dans d’autres lignées cancéreuses chez l’humain, soit dans les lignées de 
fîbrosarcomes (HT1080), de glioblastomes (U87-MG), de cancer du sein (MDA-MB-231) 
et de cancer du pancréas (PANC-1). L’implication de CUX1 dans l’invasion cellulaire a 
également été expérimentée in vivo suite à l’injection, dans la veine caudale chez la souris 
nue, de clones de cellules HT1080 et MDA-MB-436 exprimant un shARN contre le 
messager de Cuxl. Les résultats de cette expérience ont montré une diminution 
significative du nombre et de la taille des colonies aux poumons, suggérant que 
l’expression de Cuxl peut être importante dans la dispersion des métastases. Au niveau 
moléculaire, les travaux ont démontré que CUX1 est un puissant médiateur de la migration 
des cellules en aval de la voie du TGFp. En effet, ce dernier est incapable de stimuler la 
migration des cellules NIH3T3 et HT1080 dans lesquelles l’expression du messager de 
CUX1 a été abolie par l’utilisation d’un siARN. De plus, le traitement des cellules avec le 
TGFp conduit à une augmentation de l’expression du messager et de la protéine de CUXl. 
Les auteurs ont observé que cette induction de l’expression de CUX1 par le TGFp passe par 
Tactivation des voies de Smad4 et de p38MAPK kinase (Michl et Downward, 2006; Michl 
et ai, 2005). En 2007, Ripka et collaborateurs ont par la suite identifié le facteur Wnt5a 
comme cible transcriptionnelle de CUX1 et comme étant responsable de l’augmentation de
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la migration, de l’invasion et de la progression tumorale des cellules cancéreuses 
pancréatiques humaines. Les auteurs ont rapporté une augmentation de l’expression du 
messager et de la protéine de Wnt5a par CUX1 et également une augmentation de l’activité 
transcriptionnelle du promoteur du gène de Wnt5a (Ripka et al., 2007). Aleksic et 
collaborateurs se sont par la suite concentrés à identifier les voies de signalisation en aval 
du facteur de transcription CUX1 et impliquées dans l’augmentation de la migration 
cellulaire tumorale induite par ce dernier. Ils ont observé que CUX1 mène à une 
augmentation de la stabilité protéique de Src via la diminution de sa dégradation au 
protéasome et à l’activation de molécules effectrices en aval de Src, telles RhoA, Cdc42, 
Racl et ROCK (Aleksic et al., 2007). Enfin, ce sont les travaux réalisés par Kedinger et 
collaborateurs qui ont identifié l’isoforme à l’origine de la stimulation de la migration 
cellulaire, de l’invasion et de la transition épithélium-mésenchyme (EMT). En effet, ils ont 
observé que p200CUXl exerce ses effets sur la migration via la production de l’isoforme 
pllOCUXl. Cette dernière a la capacité d’activer l’expression de la vimentine et de la N- 
cadhérine, deux protéines mésenchymateuses et, en même temps, d’inhiber l’expression de 
deux marqueurs épithéliaux, soit la E-cadhérine et l’occludine. Les auteurs ont également 
rapporté que pl 10CUX1 se lie sur le promoteur des gènes de Snail et de Slug, active leur 
expression et coopère, avec eux, dans la répression transcriptionnelle du gène de la E- 
cadhérine. Ceci résultant en une désorganisation des jonctions cellule-cellule (Kedinger et 
Nepveu, 2010; Kedinger et al., 2009).
4.7 Les modèles de souris mutantes pour Cux 1
Trois mutations ont été introduites dans le gène codant pour Cuxl et le phénotype des 
souris mutantes a été décrit dans quatre articles (Sansregret et Nepveu, 2008). Les premiers 
chercheurs à investiguer le rôle de Cuxl in vivo ont été Tufarelli et collaborateurs en 1998. 
Ils ont introduit une cassette contenant un codon stop et un gène de résistance à un 
antibiotique dans l’exon codant pour le domaine Cut repeat 1. Le but de cette mutation était 
d’inactiver complètement le gène Cuxl. Cependant, les auteurs ont observé que la protéine 
était tout de même exprimée, mais sans le domaine de liaison CRI et qu’elle conservait la 
capacité de lier l’ADN avec forte affinité. Morphologiquement, les souris mutantes ACR1
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ont les poils ondulés, les moustaches frisées et la lactation se trouve altérée chez les 
femelles homozygotes (Tufarelli et al., 1998). Ensuite, une deuxième souris mutante a été 
générée dans laquelle l’exon codant pour le domaine HD a été remplacé par une cassette 
contenant un codon stop et un gène de résistance à un antibiotique. Le résultat a été la 
production d’une protéine Cuxl dépourvue du domaine HD et de l’extrémité C-terminale. 
Du côté moléculaire, la protéine mutée est produite à des niveaux inférieurs à ceux de la 
protéine de type sauvage et une expérience d’immunofluorescence indirecte a montré une 
diminution de la localisation nucléaire de la protéine Cuxl tronquée. Les souris mutantes 
ont été caractérisées par deux groupes qui ont donné un nom différent à la mutation. 
Sinclair et collaborateurs l’ont appelée eux/CD^™5 (Sinclair étal, 2001) tandis que Luong 
et collaborateurs l’ont nommée CDP/Cuxac (Luong et al., 2002). Les deux groupes ont 
observé que les souris hétérozygotes étaient indissociables des souris de type sauvage et 
que seulement quelques souris homozygotes survivaient jusqu’au sevrage. Les observations 
ont montré que ces dernières naissaient selon un ratio mendélien, mais que la plupart 
d’entre elles mourraient une semaine après la naissance. Ils ont également remarqué que les 
souris homozygotes étaient plus petites et qu’elles perdaient leur fourrure deux à trois 
semaines après la naissance. Il a aussi été rapporté qu’elles étaient plus susceptibles aux 
infections bactériennes et qu’elles souffraient de rhinites purulentes pouvant perturber le 
sens de l’odorat. Enfin, les mâles ont été décrits comme étant généralement infertiles 
(Luong et al., 2002; Sinclair et al., 2001). Un défaut au niveau de la lymphopoïèse et de la 
myélopoïèse a également été investigué par Sinclair et collaborateurs puisque les souris 
homozygotes mutantes souffraient d’une atrophie musculaire, d ’une perte de graisse 
corporelle et que leurs os étaient d’une apparence mince et écailleuse. Les auteurs ont 
rapporté une diminution de deux à trois fois du nombre de cellules B dans la moelle osseuse 
et une réduction de l’ordre de cinq fois du nombre de cellules T dans le thymus chez les 
souris homozygotes mutantes. Une coloration de l’annexine V des cellules de la moelle 
osseuse et des essais TUNEL sur des sections de thymus ont corrélé la diminution du 
nombre de cellules B et T avec une augmentation de l’apoptose, plus spécifiquement avec 
une expression plus élevée du facteur nécrosant TNF (tumor necrosis factor). Au niveau de 
la myélopoïèse, un accroissement du nombre de cellules myéloïdes a été observé dans la 
moelle osseuse, la rate et le sang périphérique chez les souris homozygotes mutantes
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(Sinclair et al, 2001). Enfin, le dernier modèle de souris mutante pour Cuxl a été établi par 
Ellis et collaborateurs en 2001. L’approche consistait à remplacer les exons 22 et 23 
lesquels codent pour les domaines CR3 et HD de CUX1 par le gène LacZ dans le cadre de 
lecture du gène Cuxl. L’allèle résultante a produit une protéine de fusion Cuxl-LacZ 
contenant la portion N-terminale de Cuxl jusqu’au début du domaine de liaison CR3. La 
conséquence moléculaire de l’inactivation du gène Cuxl est l’incapacité de la protéine de 
fusion de réprimer la transcription des gènes cibles puisqu’elle demeure dans le 
cytoplasme. Les observations morphologiques ont rapporté que la grande majorité des 
souris homozygotes mourraient peu après la naissance d’un problème respiratoire causé par 
un retard dans la maturation de l’épithélium du poumon. En effet, les auteurs ont remarqué 
que la barrière permettant les échanges entre le sang et les poumons était immature et 
qu’elle était exclusivement composée de cellules précurseures cuboïdales. Les quelques 
souris qui ont survécu présentaient un retard de croissance sévère et les analyses 
morphologiques ont rapporté que les causes n’étaient pas attribuables à une dysfonction de 
la glande thyroïde ou des glandes pituitaires (Ellis et al., 2001). Luong et collaborateurs ont 
également étudié ce phénotype et ont écarté la possibilité d’une complication au niveau du 
développement de l’intestin grêle ce qui aurait pu mener à une malabsorption des 
nutriments (Luong et al., 2002). La morphogenèse du follicule du poil était également 
affectée chez les souris homozygotes mutantes menant au développement d’un pelage 
anormal (Ellis et al., 2001).
4.8 Les modèles de souris transgéniques pour Cuxl
Plusieurs modèles de souris transgéniques pour Cuxl ont été générés dans la littérature. 
Ledford et collaborateurs ont été les premiers à produire une souris transgénique afin 
d’élucider le rôle de p200Cuxl dans le développement du rein. Pour ce faire, ils ont cloné 
la séquence codante complète de la forme murine de Cuxl en aval du promoteur du gène 
précoce cytomégalovirus (CMV). Les auteurs ont observé que dans les deux lignées 
indépendantes de souris transgéniques générées, celles-ci développaient de l’organomégalie 
de tous les organes. En effet, le volume du cœur, du foie, de la rate, de la vésicule séminale, 
des reins et des testicules était augmenté, alors que le poids corporel total ne l’était pas. Les
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travaux ont rapporté que le nombre élevé de cellules dans tous ces organes n’était pas 
associé à une diminution de l’apoptose, mais corrélait à une augmentation de la 
prolifération cellulaire. Au niveau du système rénal, les reins des souris transgéniques 
étaient plus gros d’environ 50% comparativement aux souris de type sauvage avec une 
hyperplasie limitée au cortex. Les auteurs ont observé que l’expression du transgène se 
faisait principalement dans les tubules très différenciés des reins et dans les glomérules et 
que ceci était associé à une diminution de l’expression de l’inhibiteur p27. Des essais de 
gène rapporteur ont démontré que Cuxl avait la capacité de réprimer la transcription du 
promoteur du gène de p27 (Ledford et a l, 2002).
Les autres souris transgéniques générées ont tenté de préciser le rôle in vivo de certaines 
isoformes de Cuxl. En 2006, Cadieux et collaborateurs ont produit une souris transgénique 
surexprimant l’isoforme p75Cuxl. Le transgène consistait en la séquence codante humaine 
de p75CUXl sous le contrôle du promoteur murin MMTV-LTR (mouse mammary tumor 
virus long terminal repeat) permettant l’expression du transgène dans les cellules 
épithéliales des glandes mammaires, mais également dans les cellules du système 
hématopoïétique. Les auteurs avaient également inséré, de part et d’autre du transgène, des 
séquences murines Hprt (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) afin de permettre 
l’introduction dirigée de la construction MMTV-LTR-p75CUX1 dans le locus Hprt de la 
souris par recombinaison homologue. Les auteurs ont observé que la majorité des souris 
p75CUXl générées, soit 16/20, succombaient d’une maladie appelée maladie 
myéloproliférative ressemblant à la leucémie myéloïde (myeloproliferative-disease (MPD)- 
like myeloid leukemia). Cette maladie est caractérisée par une hépatosplénomégalie et par 
une infiltration de leukocytes dans les poumons et les reins, organes non-hématopoïétiques. 
De plus, un excès de cellules B ou T a été observé dans trois souris p75CUXl, alors que 
chez 17 autres souris, des analyses histologiques et de cytométrie de flux ont révélé une 
expansion de cellules neutrophiles dans le sang, la rate et la moelle osseuse menant à de 
l’anémie et à de la thrombocytopénie. Ces résultats ont indiqué que la surexpression de 
p75CUXl altérait l’homéostasie du compartiment hématopoïétique (Cadieux et al., 2006).
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Afin de déterminer le rôle joué par l’isoforme pllOCUXl dans le développement de 
tumeurs au niveau des glandes mammaires, Cadieux et collaborateurs ont généré une souris 
transgénique surexprimant un transgène contenant la séquence codante de l’isoforme 
pllOCUXl de forme humaine également sous le contrôle du promoteur MMTV-LTR. 
Encore une fois, le transgène MMTV-UTR-pl 1 OC UX] a été inséré entre les séquences Hprt 
afin de s’assurer d’une intégration spécifique du transgène dans le génome de la souris. Les 
auteurs ont rapporté qu’au niveau des glandes- mammaires, les tumeurs se développaient 
après une longue période de latence de 20.5 mois chez 12% des souris transgéniques 
pllOCUXl contre seulement 3% chez les souris contrôles. Ils ont également détecté la 
présence de tumeurs dans plusieurs autres tissus et organes, notamment au niveau du 
système hématopoïétique, du foie, de l’utérus et des poumons. Au total, l’incidence des 
tumeurs chez les souris transgéniques pl 10CUX1 était de 53% comparativement aux souris 
de type sauvage qui était de 22%. Une comparaison des tumeurs des glandes mammaires 
avec le tissu normal adjacent a révélé une expression plus élevée du messager et de la 
protéine pl 10CUX1 dans la majorité des tumeurs corrélant avec une activité de liaison de 
pllOCUXl à l’ADN plus importante. Enfin, afin de tenter de donner une explication à la 
longue période de latence avant le développement de tumeurs, les auteurs ont considéré la 
possibilité que différentes voies impliquant des oncogènes pouvaient coopérer avec 
pllOCUXl dans la formation de tumeurs au niveau des glandes mammaires. Les résultats 
ont démontré une augmentation de l’expression de certains Wnt, dont W ntl, Wntô, Wnt8b 
et Wnt 10a dans les carcinomes adénosquameux et une localisation nucléaire de la (3- 
caténine dans les trois carcinomes adénosqameux analysés. Des essais 
d’immunoprécipitation de la chromatine et de gène rapporteur ont rapporté une liaison de 
pllOCUXl sur les promoteurs des gènes W ntl, Wntô, Wnt8b et WntlOa ainsi qu’une 
augmentation de l’activité transcriptionnelle du promoteur de ces gènes par pllOCUXl 
(Cadieux et al., 2009).
4.9 CUX1 et cancer
Originalement, des analyses génétiques ont identifié CUX1 à titre de gène suppresseur de 
tumeurs (pour une revue, Nepveu, 2001). Cependant, de plus récentes études ne supportent
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plus cette notion et des évidences dans la littérature suggèrent que CUX1 représente un 
candidat potentiel comme oncogène (Sansregret et Nepveu, 2008). Le gène CUX1 est situé 
sur le chromosome 7q22, une région qui est souvent délétée dans les cancers de l'utérus, 
des ovaires et du sein (Patrikis et al., 2003; Moon et al, 2002). Moon et collaborateurs ont 
rapporté, en 2002, que sur les 16 échantillons de tumeurs de cancer de l’utérus analysés, 
l’expression de la protéine p200CUXl est réduite dans six échantillons, égale dans un 
échantillon et augmentée dans neuf échantillons comparativement au myomètre normal 
adjacent. De plus, les isoformes tronquées en N-terminal de CUX1, soit pllOCUXl et 
plOOCUXl, sont présentes à des niveaux élevés dans 11 des 16 tumeurs de cancer de 
l’utérus à l’étude. Un essai de gel de rétention a corrélé les niveaux d’expression élevés des 
différentes isoformes de CUX1 avec une plus grande activité de liaison de CUX1 à l’ADN. 
La présence de mutations ponctuelles, de réarrangements ou de courtes délétions dans la 
séquence codante du gène CUX1 n’a pas été détectée dans les tumeurs de cancer de l’utérus 
(Moon et al, 2002).
Dans une autre étude, Goulet et collaborateurs ont observé la présence d’une protéine de 75 
kDa dans de nombreuses lignées cellulaires de cancer du sein et dans les tumeurs de cancer 
du sein. Ils ont rapporté que cette isoforme de 75 kDa est produite à partir d’un second site 
d’initiation de la transcription dans l’intron 20 du messager de CUXl. La capacité de 
p75CUXl d’induire la transformation cellulaire chez les cellules épithéliales des glandes 
mammaires a également été investiguée. Les auteurs ont démontré que les cellules de 
cancer du sein T47D qui surexpriment de façon stable l’isoforme p75CUXl perdent la 
capacité de former des structures tubulaires dans le collagène et qu’elles se développent 
plutôt en agrégats solides de cellules indifférenciées (Goulet et al., 2002).
5. Le facteur de transcription PLZF
Les résultats de micropuces à ADN ont identifié le gène PLZF comme étant une cible 
potentielle importante du facteur de transcription CUX1 au niveau de l’épihélium colique. 
Afin de mieux comprendre ce gène, un résumé des différentes fonctions qui lui sont 
attribuées sera présenté dans la prochaine section.
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5.1 Généralités
La protéine PLZF pour Promyelocytic Leukemia Zinc Finger, est un facteur de transcription 
répresseur de 81 kDa (Chen et al., 1993). Le gène codant pour la protéine PLZF est très 
bien conservé dans l’évolution, soit de la levure à l’humain et il est composé de six exons et 
cinq introns (Zhang et al., 1999). La protéine PLZF a été découverte dans une forme de 
leucémie appelée la leucémie promyélocytique aiguë (APL: acute promyelocytic leukemia). 
Cette maladie est caractérisée par une translocation chromosomique t(l I;17)(q23;q21) 
impliquant le locus du gène codant pour le récepteur de l’acide rétinoïque a  (RARa) et le 
gène codant pour la protéine PLZF. Le résultat de cette translocation est la production de 
deux protéines de fusion réciproques qui ont des activités différentes, soit PLZF-RARa et 
RARa-PLZF (Chen et al., 1993; Costoya et Pandolfi, 2001).
La protéine PLZF possède trois domaines fonctionnels principaux, soit un domaine BTB- 
POZ (Bric-a-brac/Tramtrack/Broad complex-Poxvirus and Zinc Finger), un domaine de 
répression nommé RD2 (Repression Domain 2) et un domaine composé de neuf doigts de 
zinc (Figure 6). Le domaine BTB-POZ est situé à l’extrémité N-terminale de la protéine et 
il permet à PLZF de s’homodimériser lui conférant ainsi la capacité de recruter de façon 
directe différents co-répresseurs transcriptionnels tels que N-CoR, SMRT et Sin3A. Ce 
domaine est également impliqué dans la localisation nucléaire ponctuée de la protéine 
(Melnick et al., 2000; Koken et al., 1997; Dong et al, 1996). Le domaine RD2 est localisé 
entre le domaine BTB-POZ et les neuf motifs à doigt de zinc de PLZF (Li et a l, 1997). Son 
rôle n’est pas encore très bien défini, mais des évidences dans la littérature ont rapporté que 
ce domaine participe également à la fonction répressive de PLZF par le recrutement d’un 
complexe multi-protéique de répression au niveau des promoteurs cibles (Melnick et al., 
2000). Enfin, les neuf motifs en doigt de zinc de PLZF sont localisés à l’extrémité C- 
terminale de la protéine et ils sont responsables des interactions protéine-ADN. Plus 
spécifiquement, c’est via les sept derniers doigts de zinc que la liaison de PLZF à l’ADN se 
fait de façon séquence spécifique (Li et al, 1997).
N-terminale C-terminale
Figure 6 : Domaines fonctionnels du facteur de transcription PLZF. La protéine PLZF 
est constituée de deux domaines impliqués dans la fonction répressive de PLZF, soit les 
domaines BTB/POZ et RD2 et d’un domaine de liaison à l’ADN représenté par un motif à 
neuf doigts de zinc. Les domaines BTB/POZ et RD2 participent au recrutement de co­
mpresseurs transcriptionnels tels N-CoR, SMRT et Sin3A.
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Les rôles du facteur de transcription PLZF sont nombreux. Plusieurs études menées jusqu’à 
ce jour ont rapporté une implication de PLZF dans la régulation négative du cycle cellulaire 
dans les cellules myéloïdes et ce, via la répression transcriptionnelle de c-myc et de la 
cycline A2 (McConnell et al, 2003; Yeyati et al., 1999; Shaknovich et al., 1998). PLZF a 
également une fonction dans le cancer. En effet, puisqu’il est impliqué dans un 
ralentissement de la prolifération cellulaire (McConnell et al., 2003; Yeyati et al., 1999), 
ceci suggère qu’il jouerait un rôle de suppresseur de tumeurs. Dans les tumeurs solides 
telles que les mélanomes, l’expression de PLZF est très faible ou quasi inexistante 
contrairement aux mélanocytes normaux. De plus, l’expression ectopique de PLZF dans 
différentes lignées de cellules de mélanomes mène à une diminution de l’aggressivité du 
phénotype cancéreux (Felicetti et al., 2004). Différentes études utilisant des souris 
invalidées pour le gène Plzf ont illustré le rôle important joué par ce facteur dans le 
développement des membres postérieurs, du squelette axial et du système nerveux central 
(Bama et al., 2005; Bama et al., 2002; Bama et a l, 2000; Avantaggiato et al., 1995; Cook 
et al, 1995). Enfin, des évidences dans la littérature ont rapporté une implication de la 
protéine PLZF dans le maintien des cellules souches dans les processus de l’hématopoïèse 
et de la spermatogenèse. Dans le système hématopoïétique, la surexpression de PLZF dans 
les cellules progénitrices myéloïdes est associée à un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 
(Shaknovich et a l, 1998), à une inhibition de l’induction de la différenciation en 
granulocytes, en macrophages ou en monocytes (Ward et al., 2001; Shaknovich et al, 
1998) et à une résistance des cellules myéloïdes et lymphocytaires à l’apoptose (Parrado et 
al, 2004; Shaknovich et a l, 1998). Au niveau de la spermatogenèse, l’expression de Plzf 
est restreinte aux cellules souches spermatogoniales (les spermatogonies) des testicules 
chez la souris et des évidences dans la littérature ont rapporté que Plzf joue un rôle essentiel 
dans le maintien de l’état indifférencié de ces cellules (Buaas et al, 2004; Costoya et al.,
2004). L’absence de Plzf dans les deux modèles de souris mutantes cause une stérilité chez 
le mâle caractérisée par une perte progressive des cellules germinales (Buaas et al., 2004; 
Costoya et al., 2004; Kotaja et Sassone-Corsi, 2004). Cependant, le fait que Plzf ne soit pas 
exprimé n’entraîne pas un défaut au niveau du processus de la spermatogenèse puisque les 
mutants produisent bien des spermatozoïdes morphologiquement normaux dans les tubules 
séminifères possédant toujours des cellules germinales. L’absence de la protéine Plzf
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conduit plutôt à une diminution significative du nombre de spermatogonies prolifératives 
suite à un débalancement entre l’auto-renouvellement des cellules souches et leur 
différenciation (Buaas et al., 2004; Costoya et al., 2004).
6. La voie ubiquitine/protéasome
La protéolyse intracellulaire représente une fonction essentielle dans la cellule. Elle est 
impliquée dans l’élimination des protéines anormales, dans la maturation de précurseurs en 
protéines biologiquement actives et, d’un côté plus biologique, dans la destruction 
nécessaire et réglée de nombreuses protéines contrôlant des processus biologiques tels la 
prolifération, la différenciation, l’apoptose et la réponse aux stimuli extracellulaires. Chez 
les cellules eucaryotes, le mécanisme majeur de la protéolyse intracellulaire est le système 
ubiquitine/protéasome. Le protéasome, localisé dans la cellule, reconnaît un substrat grâce à 
la présence de molécules d’ubiquitines attachées de façon covalente à ce dernier (Coux et 
Piechaczyk, 2000). Alors que plusieurs évidences dans la littérature ont rapporté une 
implication des cathepsins et des caspases dans le clivage protéolytique de p200CUXl en 
isoformes physiologiquement actives, d’autres mécanismes de clivage pourraient également 
être impliqués, notamment la voie ubiquitine-protéasome.
6.1 Mécanismes d ’attachement des molécules d’ubiquitines à la protéine cible
L’ubiquitination, proprement dite, se définit comme étant l’ajout d’une (ou plusieurs) 
molécule(s) d’ubiquitine(s) sur un (ou des) résidu(s) lysine(s) du substrat (Komander,
2009). L’ubiquitine, quant à elle, est un petit polypeptide ubiquitaire et très bien conservé 
dans l’évolution de 76 acides aminés (8,5 kDa) (Figure 7). L’attachement de la première 
molécule d’ubiquitine à la protéine cible se fait par liaison covalente entre le groupe 
carboxyl de la glycine terminale de l’ubiquitine (G76) et le groupe e-NH2 de la lysine 
localisée à l’intérieur de la protéine cible. Ensuite, la chaîne de polyubiquitines est 
synthétisée via la liaison peptidique entre le groupe carboxyl de la glycine 76 de 
l’ubiquitine à être ajoutée et le groupe e-NH2 de la lysine de la molécule d’ubiquitine déjà 










Figure 7 : La molécule d’ubiquitine. (A) L’ubiquitine est une petite protéine de 8.5 kDa 
servant à identifier les protéines destinées à la dégradation par le protéasome. 
L’attachement d’une molécule d’ubiquitine à la protéine cible est assuré par la formation 
d’une liaison covalente entre le groupe carboxyl de la glycine terminale de la molécule 
d’ubiquitine et le groupement e-NH2 d’un résidu lysine du substrat. (B) La présence de sept 
résidus lysines dans la molécule d’ubiquitine permet la formation de chaînes de poly- 
ubiquitines.
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lysines K6, Kl l ,  K27, K29, K33, K48 et K63, menant à la formation de plusieurs types de 
chaînes de poly-ubiquitines (Komander, 2009; Hanna et Finley, 2007; Pickart, 2001). Il 
existe plusieurs formes d’ubiquitination: la mono-ubiquitination, qui consiste en l’ajout 
d’une seule molécule d’ubiquitine sur un seul résidu lysine de la protéine cible. Elle est 
impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN et elle représente la première étape pour 
l’assemblage subséquent de chaînes de poly-ubiquitines. H y a également la multi-mono- 
ubiquitination retrouvée dans les processus d’internalisation des récepteurs de surface et qui 
se décrit comme étant l’attachement d’une seule molécule d’ubiquitine à plusieurs résidus 
lysines du substrat. Enfin, il y a la poly-ubiquitination qui se caractérise par l’ajout d’au 
moins quatre molécules d’ubiquitines sur un ou plusieurs résidus lysines de la protéine 
cible. C’est la poly-ubiquitination qui médie la dégradation au protéasome. Plus 
spécifiquement, des évidences dans la littérature ont rapporté que la dégradation efficace de 
la protéine cible par le protéasome est initiée suite à la reconnaissance d’une chaîne 
possédant au moins quatre molécules d’ubiquitines liées via la lysine 48 (Komander, 2009). 
L’attachement de molécules d’ubiquitines à la protéine cible est un processus très complexe 
qui requiert l’activité séquentielle de plusieurs types d’enzymes (Figure 8). La molécule 
d’ubiquitine est d’abord activée par une enzyme d’activation E l (ubiquitin-activating 
enzyme) via une réaction dépendante de l’ATP. Il y a alors formation d’un intermédiaire 
haut en énergie, soit El-thiol-ester-ubiquitine (Naujokat et Saric, 2007; Glickman et 
Ciechanover, 2002; Coux et Piechaczyk, 2000). Il n’existe qu’un seul gène codant pour 
l’enzyme El chez la levure, appelé UBA1, alors que le génome humain code pour deux 
protéines El (Komander, 2009). L’ubiquitine activée est ensuite transférée à une enzyme de 
conjugaison de l’ubiquitine E2 (ubiquitin-conjugating enzyme). Le transfert de El à E2 
implique la formation d’une autre liaison thioester entre l’enzyme E2 et l’ubiquitine 
(Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 2002; Coux et Piechaczyk, 2000). 
Chez l’humain, il y a 37 gènes codant pour une protéine E2 (Komander, 2009). Les 
enzymes de conjugaison E2 confèrent un premier niveau de spécificité dans la 
reconnaissance du substrat, car certaines d’entre elles ont la capacité de transférer 
directement l’ubiquitine à un résidu lysine de la protéine cible (Coux et Piechaczyk, 2000). 
Cependant, dans l’immense majorité des cas, une autre enzyme est nécessaire et joue un 
rôle primordial dans la reconnaissance spécifique des substrats, c’est l’enzyme ubiquitine
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Ligase E3 à domaine RING
Figure 8 : Cascade d’enzymes impliquées dans l’ubiquitination des protéines.
L’enzyme El active d’abord la molécule d’ubiquitine dans une réaction dépendante de 
l’ATP. L’ubiquitine activée est ensuite transférée à une enzyme de conjugaison E2. Le 
transfert de l’ubiquitine de l’enzyme E2 au substrat nécessite la participation d’une 
troisième enzyme, soit une ubiquitine ligase E3. Les ubiquitines ligases E3 à domaine 
HECT forment d’abord une liaison thioester avec l’ubiquitine avant que celle-ci ne soit 
transférée à la protéine cible. Le transfert direct de l’ubiquitine de l’enzyme E2 au substrat 
est possible grâce aux ubiquitines ligases E3 à domaine RING qui rapprochent l’enzyme E2 
de la protéine cible. Enfin, l’enzyme E4 joue un rôle dans l’allongement des chaînes de 
poly-ubiquitines. Figure tirée et modifiée de Coux et Piechaczyk, 2000.
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ligase E3 (ubiquitin-protein ligase) (Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 
2002; Coux et Piechaczyk, 2000). Il y a plus de 600 gènes qui codent pour des enzymes 
ubiquitines ligases E3 chez l’humain (Komander, 2009). Ces dernières se repartissent en 
deux grandes catégories, soit les enzymes ubiquitines ligases E3 à domaine HECT et celles 
à domaine RING. Les enzymes ubiquitines ligases E3 de la première catégorie sont les 
moins importantes et elles possèdent la caractéristique d’agir seules alors que les enzymes 
ubiquitines ligases E3 à domaine RING peuvent agir seules ou en coopération avec d’autres 
protéines dans un complexe. De plus, les enzymes ubiquitines ligases E3 à domaine HECT 
ont la particularité de former elles-mêmes une liaison thioester avec la molécule 
d’ubiquitine avant d’assurer le transfert de cette dernière sur le substrat (Naujokat et Saric, 
2007; Glickman et Ciechanover, 2002; Coux et Piechaczyk, 2000). En d’autres termes, 
l’ubiquitine activée est transférée de l’enzyme de conjugaison E2 à l’ubiquitine ligase E3 et 
ensuite à la protéine cible. Le domaine HECT des enzymes ubiquitines ligases (environ 40 
kDa) est localisé dans la partie carboxy-terminale et il représente le domaine catalytique 
alors que l’extrémité amino-terminale assure la reconnaissance spécifique des substrats 
(Coux et Piechaczyk, 2000). L’autre classe contient les enzymes ubiquitines ligases à 
domaine RING (really interesting new gene). Elles servent en quelque sorte de pont, car 
elles ont la particularité de mettre en contact l’enzyme de conjugaison E2 et la protéine 
cible permettant ainsi le transfert efficace de l’ubiquitine activée de l’enzyme E2 
directement sur le substrat. Le domaine RING a la fonction de reconnaître et de lier une 
enzyme de conjugaison E2. H existe deux sous-groupes distincts d’enzymes ubiquitines 
ligases E3, soit les enzymes E3 monomériques et les enzymes E3 formant un complexe à 
plusieurs protéines (Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 2002; Coux et 
Piechaczyk, 2000).
Les enzymes ubiquitines ligases E3 monomériques, comme leur nom l’indique, sont des 
monomères qui possèdent à la fois, sur la même molécule, le domaine RING qui lie 
l’enzyme de conjugaison E2 et le domaine de reconnaissance/liaison de la protéine cible. 
Les autres enzymes ubiquitines ligases E3 sont des complexes possédant un cœur hétéro- 
multimérique et, par conséquent, les domaines de liaison RING à l’enzyme de conjugaison 
E2 et au substrat ne sont pas portés par une seule et même molécule, mais bien par des
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protéines ou groupes de protéines différents. À ce jour, il existe trois types de complexes 
supramoléculaires bien documentés dans la littérature, soit les complexes SCF, CBC et 
APC/C. Le complexe SCF pour Skpl-Cull-Roc-Fbox Protein complex est composé d’une 
protéine adaptatrice, appelée protéine boîte F par homologie de séquence avec la cycline F. 
La protéine boîte F est impliquée dans la liaison du substrat grâce à des motifs d’interaction 
protéine-protéine tels les motifs WD40 et LLR (leucine-rich repeats). Le complexe SCF 
possède également un cœur de trois sous-unités appelées Skpl, Cull/Cdc53 et 
Rbx 1/Roc 1/Hrtl. C’est la sous-unité Rbxl/Rocl/Hrtl qui porte le domaine RING et donc, 
qui lie une enzyme de conjugaison E2. Un même complexe SCF peut ubiquitiner plusieurs 
protéines cibles différentes. Par exemple, le complexe SCF à boîte F J3TRCP (SCFpTRCP) 
reconnaît les protéines cellulaires IxBa et la P-caténine après leur phosphorylation. Le 
second complexe d’ubiquitination, très similaire au complexe SCF, est la famille CBC 
(Cullin 2-Elongin B-Elongin C). Même si cette famille est beaucoup moins connue, il n’en 
reste pas moins que le complexe CBC ressemble au complexe SCF. En effet, la culline 2 est 
un homologue de la culline 1, les élongines B et C sont des homologues de Skpl et les deux 
complexes sont constitués de la sous-unité Rbxl/Rocl/Hrtl laquelle possède le domaine 
RING responsable de l’attachement à une enzyme de conjugaison E2. Dans le cas du 
complexe CBC, la protéine adaptatrice équivalente à la protéine à boîte F du complexe SCF 
possède un motif bien caractérisé appelé BC qui est retrouvé, entre autres, dans la protéine 
oncosuppressive pVHL (von Hippel-Lindau). Enfin, le dernier complexe d’ubiquitine 
ligase E3 à domaine RING est le complexe APC/C (Anaphase Promoting 
Complex/Cyclosomé) qui est impliqué dans la dégradation des régulateurs clés de la mitose, 
par exemple, les cyclines mitotiques A et B. D est composé d’au moins 10 sous-unités bien 
caractérisées, mais dont le rôle précis au sein du complexe n’est pas connu.
Le dernier type d’enzyme à faire partie de la cascade enzymatique est l’enzyme E4. Celle- 
ci joue un rôle dans l’élongation de certaines chaînes d’ubiquitines sur la protéine cible. 
Cependant, sa fonction reste à être précisée (Naujokat et Saric, 2007; Glickman et 
Ciechanover, 2002; Coux et Piechaczyk, 2000).












=Activités trypsine, chymotrypsine et post-acidiqne
Figure 9 : Organisation du protéasome 26S. Le protéasome 26S est formé par 
l’association du complexe protéolytique 20S et du complexe régulateur 19S qui se lie à une 
ou aux deux extrémités du 20S. C’est au niveau des deux anneaux P du complexe 
protéolytique 20S que se trouvent les trois activités peptidolytiques du protéasome, soit une 
activité trypsine, chymotrypsine et post-acidique. Figure tirée et modifiée de Naujokat et 
al, 2007.
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6.2 La structure et le fonctionnement du protéasome
La principale destinée des protéines ubiquitinées est leur dégradation par le protéasome 
26S. Le protéasome 26S est une immense protéase de 33 sous-unités retrouvée 
principalement dans le cytoplasme et le noyau des cellules (Bader et al., 2007; von Mikecz, 
2006; Wôjcik et DeMartino, 2003). Il est composé de deux complexes (Figure 9), soit le 
complexe protéolytique 20S (CP = core particule) et le complexe régulateur 19S (RP = 
regulatory particule).
Le complexe protéolytique 20S, d’un poids moléculaire de 670 kDa, est une particule stable 
et abondante en forme de cylindre creux composé de quatre anneaux heptamériques (Coux 
et Piechaczyk, 2000). Les deux anneaux du centre sont identiques et sont formés chacun de 
sept sous-unités différentes de type (3, alors que les deux anneaux externes sont également 
composés de sept sous-unités différentes, mais de type a. Ces derniers permettent 
l’association du complexe protéolytique 20S au complexe régulateur 19S et contrôlent 
également l’entrée des protéines ubiquitinées dans la chambre de protéolyse. Les deux 
anneaux centraux de type p, quant à eux, définissent une cavité interne au centre du 
complexe protéolytique 20S à l’intérieur de laquelle se trouvent les sites actifs de 
dégradation des substrats. Il y a trois activités peptidolytiques distinctes dans le complexe 
protéolytique 20S, soit une activité trypsine, qui clive après des acides aminés basiques, une 
activité chymotrypsine, qui clive après des acides aminés hydrophobes et une activité post- 
acidique, qui clive après des acides aminés acides. Chacun des sites catalytiques est porté 
par une sous-unité p différente de chaque anneau interne et, par conséquent, le protéasome 
26S possède six sites actifs de protéolyse. La protéolyse des substrats produit des peptides 
d’une longueur variant de trois à vingt acides aminés lesquels sont hydrolysés par des 
peptidases et des aminopeptidases cellulaires en acides aminés. Cependant, chez les 
eucaryotes supérieurs, les peptides issus de la protéolyse sont utilisés par le système 
immunitaire et ils s’associent aux molécules du CMH de classe I (complexe majeur 
d’histocompatibilité) pour être présentés à la surface des cellules (Hanna et Finley, 2007; 
Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 2002; Coux et Piechaczyk, 2000).
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Le complexe régulateur 19S, d’un poids moléculaire de 1 MDa, est composé d’au moins 19 
protéines. Ses principaux rôles sont d’activer le complexe protéolytique 20S via l’ouverture 
des orifices des anneaux a et d’apporter des sous-unités permettant la reconnaissance des 
chaînes d’ubiquitines, la dénaturation de la protéine cible et le recyclage des molécules 
d’ubiquitines. Le complexe régulateur 19S peut s’associer à une ou aux deux extrémités du 
complexe protéolytique 20S pour former le protéasome 26S. Des études in vitro ont 
démontré que les protéasomes purifiés sont représentés par un mélange de complexes 
protéolytiques 20S libres, de complexes protéolytiques 20S liés à un complexe régulateur 
19S (RP1CP) et de complexes protéolytiques 20S liés à deux complexes régulateurs 19S 
(RP2CP). Le complexe régulateur est composé de deux sous-complexes, soit la base et le 
couvercle (Hanna et Finley, 2007; Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 
2002; Coux et Piechaczyk, 2000).
La base est composée de six ATPases (chez la levure: Rptl à 6 = regulatory particle triple- 
A protein) probablement arrangées en anneaux assurant le lien avec le protéasome 20S et de 
quatre protéines dites non ATPases (chez la levure: Rpn 1, 2, 10 et 13 = regulatory particle 
non-ATPase). Bien qu’il y ait une grande homologie de séquence entre les six ATPases, 
leurs fonctions ne sont pas redondantes et chacune est nécessaire. Globalement, les 
ATPases ont pour rôles l’hydrolyse de l’ATP afin de fournir l’énergie nécessaire à la 
déstructuration des substrats, l’activation du complexe protéolytique 20S et l’injection des 
protéines cibles dans la chambre de catalyse du protéasome 20S. Le couvercle du complexe 
régulateur 19S est plus distal par rapport à la base et il est requis pour la dégradation des 
protéines ubiquitinées. D a originalement été caractérisé comme un sous-complexe formé 
de huit protéines dites non ATPases (chez la levure: Rpn 3, 5 à 9, 11 et 12). Un 9lème 
membre a été identifié en 2005 comme faisant partie du couvercle, soit Rpn 15 ou Seml. 
Le couvercle possède deux motifs protéiques, soit les domaines MPN et PCI. Les ATPases 
Rpn 3, 5, 6, 7, 9 et 12 ont le domaine PCI, alors que le domaine MPN est porté par les 
protéines Rpn 8 et 11. La fonction du domaine PCI n’est pas très bien connue à ce jour, 
mais une activité déubiquitinase (capable d’hydrolyser les chaînes d’ubiquitines) serait 
associée au domaine MPN de la protéine Rpn 11. Cette dernière aurait donc la capacité
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d’enlever les molécules d’ubiquitines du substrat avant que celui-ci n’entre dans la chambre 
de protéolyse du complexe 20S. Rpn 11 permettrait également le recyclage des ubiquitines 
(Hanna et Finley, 2007; Naujokat et Saric, 2007; Glickman et Ciechanover, 2002; Coux et 
Piechaczyk, 2000).
6.3 Les inhibiteurs du protéasome
La voie de dégradation des protéines ubiquitinées par le protéasome (UPP = ubiquitin- 
proteasome protein dégradation pathway) est impliquée dans plusieurs processus 
cellulaires lesquels sont généralement dérégulés dans les cellules cancéreuses, soit la 
transcription des gènes, le cycle cellulaire, l’apoptose, la migration cellulaire et la 
réparation de l’ADN. Les conséquences d’une dérégulation de la voie ubiquitine- 
protéasome sont le mal fonctionnement des processus normaux de la cellule et, 
éventuellement, le développement de la tumorigenèse. Dans la carcinogenèse colorectale, 
par exemple, les patients atteints de la polypose adénomateuse familiale (FAP) présentent 
des mutations dans le gène APC et, dans la majorité des cas, vont développer un cancer du 
côlon. La protéine APC joue un rôle essentiel dans la régulation des niveaux 
cytoplasmiques de la p-caténine puisqu’elle permet son ubiquitination et sa dégradation 
subséquente au protéasome menant à une diminution des niveaux intracellulaires de p- 
caténine. Cependant, lorsque la protéine APC est mutée, il y a une accumulation de p- 
caténine cytoplasmique favorisant ainsi sa translocation du cytoplasme au noyau. Dans le 
noyau, la P-caténine s’associe aux facteurs TCF/LEF et active la transcription de plusieurs 
oncogènes tels c-myc et la cycline D1 ce qui promouvoit la carcinogenèse 
(Konstantinopoulos et Papavassiliou, 2006; Mitsiades et al., 2006; Alexandre, 2005).
L’utilisation des inhibiteurs du protéasome dans le traitement de certains types de cancer 
repose sur leur capacité à stabiliser les protéines qui inhibent la survie cellulaire et la 
progression du cycle cellulaire (Williams et McConkey, 2003). Les inhibiteurs du 
protéasome sont des molécules naturelles ou synthétiques et peuvent être réversibles ou 
irréversibles. Ils fonctionnent principalement en inhibant l’activité chymotrypsine du 
complexe protéolytique 20S du protéasome. Il y a cinq principales classes d’inhibiteurs du
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protéasome, soit les aldéhydes peptides (réversible), les boronates (réversible), les vinyl 
sulfones (irréversible), les époxicétones (irréversible) et les lactones (irréversible) 
(Konstantinopoulos et Papavassiliou, 2006; Mitsiades et a l, 2006). Un des inhibiteurs du 
protéasome très souvent utilisé dans la littérature est le MG132 (z-leu-leu-leu-CHO) qui fait 
partie de la famille des aldéhydes peptides. Il inhibe le protéasome de façon réversible en 
bloquant les sous-unités à activité chymotrypsine et post-acidique du complexe 
protéolytique 20S (Sorokin et a l, 2005). Cependant, des évidences dans la littérature ont 
rapporté que le MG132 était instable in vivo et qu’il avait la capacité d’inhiber des 
protéases non protéasomales (Anton et Villasevil, 2008). Le bortezomib (Velcade ou PS- 
341) est un autre inhibiteur du protéasome de la classe des boronates qui est présentement 
utilisé dans le traitement des myélomes multiples. Il agit via la liaison de son groupe acide 
boronique au site actif du résidu thréonine de la sous-unité à activité chymotrypsine du 
complexe protéolytique 20S. In vitro, le bortezomib a la capacité de diminuer la 
dégradation des protéines régulant le cycle cellulaire, telles la cycline E, p53, p27 et hcBa 
et, par conséquent, de ralentir la croissance cellulaire et d’induire l’apoptose 
(Konstantinopoulos et Papavassiliou, 2006; Alexandre, 2005). Contrairement au MG132, il 
est plus stable et plus puissant et il a l’avantage de lier la sous-unité à activité 
chymotrypsine avec une plus grande affinité et sélectivité. D a également moins d’affinité 
pour les autres protéases cellulaires. (Konstantinopoulos et Papavassiliou, 2006).
7. Hypothèse de recherche et objectifs
Alors que la forme complète du facteur de transcription CUX1 est impliquée dans la 
répression transcriptionnelle, certaines de ses isoformes peuvent activer la transcription des 
gènes cibles (pour une revue, Sansregret et Nepveu, 2008). L’isoforme pllOCUXl, 
produite par clivage protéolytique par la cathepsin L dans les cellules NIH 3T3, est 
l’isoforme la mieux caractérisée dans la littérature (Goulet et al, 2004). Des études ont 
rapporté une implication de CUX1 dans deux processus biologiques, soit la prolifération 
cellulaire et la migration cellulaire (Kedinger et a l, 2009; Sansregret et a l, 2006; Michl et 
al, 2005). Au niveau du système gastro-intestinal, la protéine Cuxl est majoritairement 
exprimée dans l’épithélium de l’iléon et du côlon proximal chez la souris adulte. Le seul
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rôle connu à ce jour de Cuxl dans le tube digestif est la répression du gène de la sucrase- 
isomaltase (SI) au niveau de l’épithélium colique (Boudreau et ai, 2002). Cependant, peu 
de travaux ont été entrepris afin d’investiguer le rôle des isoformes p200CUXl et 
pl 10CUX1 dans le contexte de l’épithélium colique. Mon hypothèse de recherche est donc 
que les isoformes p200CUXl et pllOCUXl jouent un rôle dans l’épithélium colique et 
dans la carcinogenèse colorectale. Trois objectifs généraux ont été établis afin de vérifier 
cette hypothèse de recherche :
(1) Caractériser l’interaction entre CUX1 et le gène PLZF\
(2) Étudier l’implication du protéasome dans la production de l’isoforme 
pllOCUXl dans les cancers colorectaux;
(3) Étudier l’effet de l’isoforme pl 10CUX1 dans la prolifération des cellules 




1.1 Les cellules 293T et les cellules YAMC
Les cellules 293T (ATCC-CRL-11268) sont des cellules transformées de rein fœtal humain. 
Elles ont été utilisées pour la production de rétrovirus et de lentivirus et pour les 
transfections transitoires lors d’essais luciférases spécifiques. Ces cellules ont la 
particularité de permettre l’obtention de très hauts niveaux de transfection. Elles ont été 
cultivées dans du milieu DMEM enrichi de 10% sérum bovin fœtal (FBS) (ICN 
Biomedicals, Irvine, États-Unis), de 2 mM de glutamine (Gibco BRL, Burlington, États- 
Unis), de 0,01 mM d’HEPES (Gibco BRL, Burlington, États-Unis) et de 100 pg/ml de 
pénicilline/streptomycine (Gibco BRL, Burlington, États-Unis). Elles ont été incubées dans 
un environnement dont la température était de 37°C et dont le taux de CO2 était maintenu à 
5% (95% d’air). Les cellules YAMC sont des cellules transformées provenant du côlon de 
jeunes souris adultes. Elles ont la particularité de surexprimer de façon constitutive 
l’antigène T de SV40 dans lequel il y a une mutation sensible à la température (tsA58) sous 
le contrôle du promoteur inductible à l’interféron y (INFy) H-2kb. À la température 
permissive de 33°C, les cellules prolifèrent rapidement et à la température non permissive 
de 39,5°C, les cellules se détachent et meurent en moins de sept jours (Whitehead et al., 
1993). Les cellules YAMC ont été cultivées dans du milieu DMEM auquel a été ajouté 5% 
de FBS, de l’insuline (100 U/ml) et de l’ÏNFy (5 U/ml) permettant ainsi leur croissance.
1.2 Les cellules HIEC et les cellules IEC-6
Les cellules HIEC proviennent de la crypte d’iléon d’un fœtus humain âgé de 18 semaines. 
Ce sont des cellules épithéliales intestinales normales, prolifératives, indifférenciées et non 
immortalisées. Elles arrêtent de proliférer à l’atteinte de la confluence et elles sont 
incapables d’entamer un processus de différenciation entérocytaire (Perreault et Beaulieu,
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1996). Elles ont été cultivées dans du milieu OptiMEM supplémenté de sérum bovin fœtal 
10%. Les cellules IEC-6 sont des cellules indifférenciées et prolifératives provenant de la 
crypte de l’intestin grêle chez le rat et elles ont la particularité d’être immortelles (Quaroni 
et al., 1979). Les cellules IEC-6 ont été cultivées dans du milieu DMEM enrichi de FBS à 
une concentration de 5%.
1.3 Les cellules cancéreuses colorectales humaines
La lignée cellulaire Caco2/15 est un clone de la lignée parentale Caco-2 et provient d ’un 
adénocarcinome de côlon humain. Cette lignée se caractérise par l’initiation d’un 
programme de différenciation entérocytaire lors de l’atteinte de la confluence. Les cellules 
Caco2/15 sont capables de former une bordure en brosse, de se polariser et de développer 
des jonctions serrées et adhérentes fonctionnelles (Beaulieu et Quaroni, 1991). Les cellules 
T84 (ATCC-CCL-248) et HCT 116 (ATCC-CCL-247) originent d’un carcinome colorectal 
humain, alors que les cellules DLD-1 (ATCC-CCL-221), Colo205 (ATCC-CCL-222), HT 
29 (ATCC-HTB-38), Lovo (ATCC-CCL-229) et SW480 (ATCC-CCL-228) sont isolées 
d’un adénocarcinome de côlon humain. Les cellules Caco2/15 et Colo205 ont été cultivées 
dans du milieu DMEM, les cellules T84 dans du milieu DMEM:Ham’s F12, les cellules 
DLD-1 dans du milieu RPMI, les cellules HCT116 et HT29 dans du milieu McCoy’s 5a, 
les cellules Lovo dans du milieu F12K et enfin, les cellules SW480 dans du milieu 
Leibovitz’s. Tous les milieux ont été supplémentés de sérum bovin fœtal 10%, de 2 mM de 
glutamine, de 0,01 mM d’HEPES et de 100 pg/ml de pénicilline/streptomycine. Le sérum 
utilisé pour la culture des cellules DLD-1 a été inactivé pendant 30 minutes à 55°C. 
L’incubation des cellules dans une atmosphère humide (5% CO2, 95% d’air) et maintenue à 
une température de 37°C a permis une prolifération adéquate de celles-ci.
1.4 Les cellules HepG2 et les cellules MIA PaCa-2
Les cellules HepG2 (ATCC-HB-8065) sont des cellules cancéreuses isolées d’un carcinome 
de foie humain et les cellules MIA PaCa-2 (ATCC-CRL-1420) proviennent d’un carcinome
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de pancréas humain. Ces deux lignées cellulaires ont été cultivées dans du milieu DMEM 
auquel a été ajouté 10% de FBS.
2. Le modèle murin Cuxl AHD
Les souris déficientes pour la protéine Cuxl (Cuxl AHD) ont été générées par le groupe de 
Sinclair et collaborateurs en 2001 (Sinclair et al., 2001). Des souris C57BL/6J 
hétérozygotes pour l’allèle muté ont par la suite été accouplées avec des souris CD1 
normales. Les souris Cuxl homozygotes mutantes ont été identifiées morphologiquement 
de part leur petite taille et la présence d’un pelage constitué de poils frisés. Le génotype des 
souris a été confirmé par PCR semi-quantitatif. Les souris ont été traitées selon une 
procédure qui était conforme à un protocole approuvé par le comité d’éthique de la 
recherche sur les animaux de l’Université de Sherbrooke.
3. Analyse par micropuce à ADN
L’ARN total a été isolé du côlon de trois souris homozygotes mutantes pour Cuxl et de 
trois souris de type sauvage (contrôle) à jour 1 post-natal selon le protocole décrit par 
Boudreau et collaborateurs en 2002 (Boudreau et al., 2002). Brièvement, 5 p.g d’ARN total 
provenant de trois individus indépendants Cuxl AHD et de trois individus indépendants 
normaux ont été regroupés et soumis au Centre de Micropuces Penn (Université de 
Pennsylvanie, Philadelphie, États-Unis). Les ARN ont été transcrits en ADNC et hybridés 
sur la micropuce murine MG_U74Av2 GeneChips (Affymétrix, Santa Clara, États-Unis). 
La micropuce a été analysée selon un protocole établi par Zeng et collaborateurs en 2004 
(Zeng et al, 2004). Le logiciel Microarray Analysis version 5.0 (MAS, Affymétrix) (Zeng 
et al, 2004) a permis la quantification des données de la micropuce.
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4. Préparation des constructions plasmidiques
4.1 Région de 3 kb 5’-UTR du gène PLZF, région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF 
et mutants site 13, site 14, site 15, sites 13, 15 et sites 13, 14,15 de la région de 776 p.b. 
du promoteur du gène PLZF
La région de 3 kb 5’-UTR du gène humain PLZF a été amplifiée par PCR à partir de l ’ADN 
génomique isolé de cellules HIEC (Perreault et Beaulieu, 1996) et à l ’aide de l’ADN 
polymérase Herculase (Statagène Cloning Systems, La Jolla, États-Unis). La région de 776 
p.b. du promoteur du gène PLZF a été amplifiée avec l’ADN polymérase iProof (Biorad) à 
partir du vecteur rapporteur luciférase pGL3basic contenant déjà une région de 2 kb du 
gène humain PLZF. Les amorces utilisées pour amplifier la région de 3 kb 5’-UTR sont 
3’HPLZF (5’-gaggggaagaagcaaaagaga-3’) et (+)2878 HPLZF (5’-gatccggaggctttgtacc-3’) 
et celles utilisées pour la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF sont 
pPLZF742SmaIA (5’-tcactacccgggaagcccttgcttccttcatc-3’) et pPLZF742SmaIB (5’- 
agtgatcccgggagataaagcagcagcagctg-3’). Le fragment amplifié de 3 kb 5 ’-UTR du gène 
PLZF a d’abord été sous-cloné dans le vecteur pBluescript KS(-) préalablement digéré avec 
l’enzyme de restriction EcoRV. L’intégrité du produit de PCR a été confirmée par 
séquençage à la Plateforme de séquençage et de génotypage des génomes de l’Université 
Laval (http://www.sequences.crchul.ulaval.ca/sequence.html). Le fragment de 3 kb 5’-UTR 
du gène PLZF a par la suite été relâché du vecteur pBluescript KS(-) suite à sa digestion 
avec les enzymes BamHI et Kpnl (Roche Diagnostics, Laval, Canada) et cloné dans le 
vecteur rapporteur luciférase pGL3basic digéré avec Kpnl et BglII. Le fragment de 776 p.b. 
du promoteur du gène PLZF a été sous-cloné dans le vecteur de transition pCR-Blunt II- 
Topo (Invitrogen, Burlington, États-Unis) et il a été digéré avec l’enzyme Smal et cloné 
dans le vecteur pGL3basic également digéré par Smal. La mutagénèse dirigée des sites 13, 
14 et 15 de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF a été effectuée par overlap 
extension avec des amorces mutées. Dans chaque cas, l’intégrité de la séquence d’ADN 
amplifiée ainsi que la présence de la mutation ont été confirmées par une réaction de 




Le shARN a été cloné dans le vecteur pSuper.rétro.puro (Oligœngine, Seattle, États-Unis) 
et cible une séquence conservée de CUX1 chez le rat, la souris et l’humain. D a été 
gracieusement fourni par le Dr Julian Downward (Michl et ai, 2005). Deux bases (en 
majuscules) ont par la suite été mutées (5’-aagaagaacaGAccagaggattt-3’) et le vecteur ainsi 
généré a été utilisé comme contrôle.
4.3 Vecteur peGFP-CUXl-Flag
Une région de 1900 p.b. située à l’extrémité C-terminale de CUX1 a été amplifiée par PCR 
à partir du vecteur peGFP-CUXl. Une amorce sens contenant le site de restriction de Seal 
(CUXITagScalup) et une amorce anti-sens ayant la séquence de l’épitope Flag 
(CUXIFlagdw) ont été utilisées. Le produit de PCR a ensuite été sous-cloné dans le vecteur 
de transition pCR-Blunt II-Topo et une réaction de séquençage réalisée à la Plateforme de 
séquençage et de génotypage des génomes de l’Université Laval a permis de confirmer 
l’intégrité de l’ADN ainsi amplifié. La construction partie C-terminale CUXl-Flag/pCR- 
Blunt II-Topo a par la suite été digérée avec les enzymes de restriction Seal et Xbal et 
l’insert relâché a été cloné dans le vecteur peGFP-CUXl préalablement digéré Seal et Xbal 
à l’aide de la trousse Rapid Ligation (Roche Diagnostics, Laval, Canada).
4.4 Vecteur pllOCuxlmurin/plenti6V5/Adapteur
Un fragment d’ADN de 2 149 p.b. correspondant à la séquence codant pour l’isoforme 
pllOCuxl de souris a été amplifié à partir du vecteur murin CMV-Cuxl par PCR et avec 
les amorces CDPpllOEcoRV (5’-tcactagatatcaccatgctgcecagggagtgc-3’) et CDPpllOXbal 
(5’-agtgattctagatcagaactcccattcgatggg-3’). Le produit de PCR obtenu a par la suite été sous- 
cloné dans le vecteur de transition pCR-Blunt II-Topo et l’intégrité de l’ADN a été vérifié 
par séquençage suite à l’envoi de plusieurs clones à la Plateforme de séquençage et de 
génotypage des génomes de l’Université Laval. La construction pllOCuxlmurin/pCR- 
Blunt II-Topo a par la suite été digérée avec l’enzyme de restriction EcoRI et l’insert ainsi
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relâché a été cloné dans le vecteur plenti6V5/Adapteur préalablement digéré avec EcoRI à 
l’aide de la trousse Rapid Ligation de Roche Diagnostics.
5. Extractions protéiques
5.1 Extraction des protéines totales
5.1.1 Extraction à partir de cellules en culture
Les cellules ont d’abord été rincées deux fois dans du PBS IX et récoltées à l’aide d’un 
grattoir dans du tampon de lyse composé de 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% 
NP40 et 0,5% sodium déoxycolate auquel ont été ajoutés 1% de cocktail d’inhibiteurs de 
protéases (protease inhibitor for mammalian tissues) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 
200 pM d’orthovanadate et 50 mM de NaF, immédiatement avant l’extraction. Suite à 10 
up and down, la suspension cellulaire a été incubée sur glace pendant 10 minutes puis les 
protéines ont été culottées par centrifugation à vitesse maximale pendant 10 minutes à 4°C. 
Le surnageant contenant les protéines totales a été recueilli, déposé dans un autre tube et 
conservé à -80°C jusqu’à utilisation ultérieure. Les protéines ainsi récoltées ont été dosées 
par la méthode de Bradford (Biorad, Mississauga, Canada) et la densité optique a été 
mesurée à une longueur d’onde de 595 nm avec un spectrophotomètre (Biorad, 
Mississauga, Canada).
5.1.2 Extraction à partir des cellules épithéliales de côlon fœtal humain et de côlon murin
Les spécimens provenant de fœtus humains ont été obtenus à la suite d’avortements 
volontaires et légaux réalisés au Centre Hospitalier de l’Université de Sherbrooke. Cette 
procédure était conforme aux protocoles établis et approuvés par le comité d’éthique de la 
recherche sur les humains de l’Université de Sherbrooke.
Le segment de côlon de fœtus et de souris a été prélevé et lavé dans du PBS IX froid. Il a 
été par la suite coupé longitudinalement afin d’exposer l’épithélium intestinal puis il a été 
coupé en petits morceaux de 5 mm environ. Les morceaux ont été transférés dans un tube
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conique de 15 ml contenant 5 ml de solution matrisperse (Cell Recovery Solution, BD 
Biosciences, Mississauga, Canada). Le tube a été incubé à 4°C pendant 10 heures en 
prenant soin de le placer à l’horizontal afin que tous les morceaux soient en contact avec la 
solution de matrisperse. Suite à cette incubation, la solution de matrisperse a été enlevée et 
10 ml de PBS IX a été ajouté aux morceaux. Le tube a par la suite été agité de façon 
vigoureuse et la suspension de cellules épithéliales ainsi obtenue a été transférée dans un 
nouveau tube Falcon en faisant attention de ne pas transférer en même temps des morceaux 
de tissus résiduels. L’ajout de PBS IX et l’agitation ont été répétés jusqu’à ce que les 
cellules épithéliales ne se détachent plus (jusqu’à ce que la solution ne soit plus trouble). 
Les protéines totales ont par la suite été récoltées tel que décrit à la section 5.1.1.
5.2 Extraction des protéines cytoplasmiques et nucléaires
Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS IX puis elles ont été récoltées dans 1 ml 
de PBS IX à l’aide d’un grattoir. Elles ont par la suite été centrifugées à 3 000 rpm pendant 
5 minutes à 4°C. Le surnageant a été enlevé et jeté et le volume du culot de cellules a été 
mesuré. Les cellules ont par la suite été resuspendues rapidement dans cinq fois le volume 
du culot de cellules avec le tampon hypotonique (10 mM HEPES, 1,5 mM MgCh, 9,9 mM 
KC1) auquel ont été ajoutés 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases, 200 pM 
d’orthovanadate, 50 mM de NaF et 500 pM de DTT. La suspension cellulaire a été 
centrifugée pendant 5 minutes à 3 000 rpm à 4°C, le surnageant a été enlevé et les cellules 
ont été resuspendues dans trois fois le volume du culot de cellules avec le tampon 
hypotonique. Après avoir laissé gonfler les cellules pendant 10 minutes sur la glace, elles 
ont été homogénéisées dans l’eppendorf en donnant 20 coups à l’aide d’un pilon B. Elles 
ont ensuite été centrifugées à 3 600 rpm à 4°C pendant 15 minutes, le surnageant a été 
retiré puis jeté et les noyaux ont été resuspendus dans 0,5X le volume du culot de noyaux 
avec le tampon faible en sels (20 mM HEPES, 1,5 mM MgCh, 19,9 mM KC1, 25% 
glycérol, 200 pM EDTA) auquel ont été ajoutés 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases, 
200 pM d’orthovanadate, 50 mM de NaF et 500 pM de DTT. Afin de faire éclater les 
noyaux, le tampon fort en sels (200 mM HEPES, 1,5 mM MgCh, 1,2 M KC1, 25% glycérol 
et 200 pM EDTA auquel ont été additionnés 1% de cocktail d ’inhibiteurs de protéases, 200
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pM d’orthovanadate, 50 mM de NaF et 500 pM de DTT) a été ajouté à raison de 0,5X le 
volume du culot de noyaux. Les noyaux ont été incubés à 4°C pendant 30 minutes sur un 
plateau rotatif afin d’en extraire les protéines nucléaires. Ils ont par la suite été culottés 
pendant 1 minute à vitesse maximale à 4°C et le surnageant contenant les protéines 
nucléaires a été prélevé et conservé à -80°C.
6. Immunobuvardage de type Western
Une quantité fixe de protéines a été mélangée à de l ’eau pour un volume constant 
protéines/eau de 13 pl. Il y a eu ajout de 5 pl de tampon NuPage 4X (Invitrogen, 
Burlington, États-Unis) et de 2 pl de DTT 10X (sample reducing agent) (Invitrogen, 
Burlington, États-Unis) et les échantillons ont été chauffés pendant 10 minutes à 70°C. La 
migration a été effectuée sur des gels précoulés NuPage 3-8% Tris-Acétate et 4-12% Bis- 
Tris (Invitrogen, Burlington, États-Unis) pour la détection des isoformes de CUX1 et PLZF 
respectivement. Le transfert des protéines a été réalisé sur une membrane de nitrocellulose 
de type PVDF (poly(vinylidene difluoride) (Roche Diagnostics, Laval, Canada) 
préalablement activée dans du méthanol. À la fin du transfert, la membrane a été récupérée 
et lavée dans de l’eau ultrapure. Les sites antigéniques ont par la suite été bloqués dans un 
mélange de lait écrémé Carnation dissout dans du PBS-Tween 0,1% (blotto 10%) environ 1 
heure à la température de la pièce. La membrane a été incubée en présence des différents 
anticorps primaires dilués dans la solution de blocage blotto 10% (Tableau 1) toute la nuit à 
4°C. D est important de mentionner que les anticorps disponibles contre la protéine CUX1 
sont très variables d’un lot à l’autre et la détection des isoformes de CUX1 est également 
très variable d’une expérience à l’autre. Afin d’améliorer la détection des isoformes de 
CUX1 (en particulier l’isoforme pllOCUXl), plusieurs anticorps ont donc été utilisés 
(CUX1 C-20, CUX1 M222X et CUX1 861). Le lendemain, la membrane a été lavée deux 
fois pendant 15 minutes dans du PBS-Tween 0,1% puis elle a été incubée pendant 45 
minutes à la température de la pièce en présence de l’anticorps secondaire (Tableau 1) dilué 
1/3 000 dans la solution de blocage blotto 10%. Trois lavages consécutifs de 15 minutes 
dans du PBS-Tween 0,1% ont ensuite été effectués et la membrane a été recouverte de la 
solution de détection, soit du ECL prime, à la température de la pièce. Enfin, un film
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autoradiographique ECL (Amersham Biosciences, Baie d’Urfe, Canada) a été mis sur la 
membrane placée dans une cassette pendant un certain temps à la température de la pièce. 
Le film a été révélé dans une chambre noire.
Tableau 1 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour la détection des 
différentes protéines suite au Western blot
Anticorps Compagnie Dilution
CUX1 C-20 Santa Cruz 1/250
CUX1 M-222X Santa Cruz 1/5 000
CUX1 861 Alain Nepveu 1/1 000
PLZF 2A9 Calbiochem 1/250
Primaire Cathepsin L C-18 Santa Cruz 1/500
Flag M2 Statagene 1/1 000
Actine Millipore 1/10 000
3-tubuline H-235 Santa Cruz 1/2 000
Histone H1 FL-219 Santa Cruz 1/250
Donkey anti-goat Santa Cruz 1/3 000
Secondaire Donkey anti-rabbit Santa Cruz 1/3 000
Donkey anti-mouse Santa Cruz 1/3 000
7. Extraction de TARN total
7.1 Extraction à partir de cellules en culture
L’extraction de TARN total à partir de cellules en culture a été réalisée à l’aide de la 
trousse RNeasy Mini kit (Qiagen, Toronto, Canada) en suivant le protocole du 
manufacturier. Brièvement, le milieu de culture des cellules a été aspiré et elles ont été 
lavées deux fois avec 4 ml de PBS IX. Elles ont par la suite été récoltées à l’aide d’un 
grattoir dans 600 pl de tampon RLT auquel a été ajouté 10 pl de p-mercaptoéthanol. Le 
lysat de cellules a ensuite été passé cinq fois dans une seringue de calibre 20 et de 0,9 mm 
de diamètre. Un volume d’éthanol 70% a été ajouté et bien mélangé au lysat à l’aide d’une 
pipette. 700 pl du mélange a été transféré sur une colonne RNeasy placée dans un tube 
collecteur de 2 ml et centrifugé pendant 30 secondes à 12 000 x g. Les déchets ont été jetés 
et le 700 pl restant du mélange a été déposé sur la même colonne et une seconde
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centrifugation de 30 secondes à 12 000 x g a été réalisée. La membrane de la colonne a été 
lavée avec 700 fil du tampon RW1 et la colonne a été centrifugée à 12 000 x g pendant 30 
secondes. Le volume résiduel a été jeté et la membrane a de nouveau été lavée, mais cette 
fois-ci avec 500 pl du tampon RPE. Une centrifugation de 12 000 x g pendant 30 secondes 
a par la suite été effectuée. La membrane a été séchée par l’ajout d’un autre volume de 500 
pl du tampon RPE et la colonne a été centrifugée pendant 2 minutes à 12 000 x g. Afin 
d’éliminer complètement toutes traces d’éthanol, la colonne a été centrifugée à vitesse 
maximale pendant 1 minute. Enfin, la colonne a été placée dans un nouvel eppendorf et 50 
pl d’eau ne contenant pas de RNases a été déposé sur le dessus de la membrane. L’ARN a 
été élué par centrifugation de la colonne à 12 000 x g pendant 1 minute. Toutes traces 
d’ADN ont par la suite été éliminées par un traitement de l’ARN à la DNase. Pour ce faire, 
5 pl du tampon DNase 10X (Roche Diagnostics, Laval, Canada) et 1 unité de l’enzyme 
DNase ont été ajoutés au mélange d’ARN et la réaction a été incubée pendant 30 minutes à 
37°C. L’enzyme DNase a été inactivée par l’ajout de 5 mM d’une solution d’EDTA 
pendant 10 minutes à 75°C. Enfin, l’ARN a été dosé à l’aide d’un spectrophotomètre 
(Biorad, Mississauga, Canada).
8. Réaction de transcription inverse et de polymérisation en chaîne (RT-PCR)
De l’ADNc a été produit à partir de l’ARN extrait en utilisant la transcriptase inverse (RT) 
(Roche Diagnostics, Laval, Canada). 2 pg d’ARN a été mélangé à de l’eau DEPC pour un 
volume final de 10 pl. Les structures secondaires de l’ARN ont été dénaturées grâce à une 
incubation de 5 minutes à 75°C. Afin de limiter la re-formation des structures secondaires, 
les réactions ont immédiatement été déposées sur glace pendant 5 minutes. Un mélange 
d’un volume final de 10 pl contenant les constituants suivants a par la suite été préparé: 4 pl 
du tampon AMV-RT 5X (Roche Diagnostics, Laval, Canada), 0,7 pl d’eau DEPC 
(Ambion, Burlington, États-Unis), 0,8 pl de dNTPs 25 mM (Amersham Biosciences, Baie 
d’Urfe, Canada), 2,4 pl d’oligos dT (Amersham Biosciences, Baie d’Urfe, Canada), 0,6 pl 
d’inhibiteurs de RNases (Roche Diagnostics, Laval, Canada) et 1,5 pl de l’enzyme 
transcriptase inverse (Roche Diagnostics, Laval, Canada). Ce 10 pl a été ajouté au mélange 
ARN-eau DEPC et la réaction a été incubée pendant 1 heure à 42°C. L’enzyme
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transcriptase inverse a été inactivée à 95 °C pendant 5 minutes. Un volume de 20 pl a été 
ajouté à la solution d’ADNc ainsi produite et cette dernière a été conservée à -20°C jusqu’à 
utilisation.
9. Analyse par PCR quantitatif en temps réel
2 pg d’ARN a d’abord été transcrit en ADNC suivant la méthode décrite à la section 8. Le 
mélange réactionnel était composé de 10 pl d’une solution de SYBR Green I (trousse 
QuantiTect SYBR Green PCR, Qiagen, Toronto, Canada), de 1 pl des oligonucléotides 
sens et antisens à une concentration de 10 pM et de 6 pl d’eau nuclease free pour un 
volume final de 18 pl. Le mélange réactionnel a été mis dans un tube capillaire et 2 pl 
d’ADNc a été ajouté. Pour le contrôle négatif, 2 pl d’eau nuclease free a remplacé l’ADNc. 
Les capillaires ont été centrifugés à 2 000 rpm pendant 5 secondes et insérés dans 
l’appareil. La quantification a été réalisée avec le LightCycler de Roche version 2.0 (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada). L’amplification a été effectuée selon le programme suivant: 1 
cycle de dénaturation initiale à 95°C pendant 15 minutes; 50 cycles de dénaturation à 94°C 
pendant 15 secondes, d’hybridation à 59°C pendant 30 secondes et d’amplification à 72°C 
pendant 30 secondes. Une courbe de dissociation permettant de prendre les données de 
façon continue a par la suite été effectuée: 95°C non maintenu, 65°C pendant 30 secondes 
et passage à une température de 95°C à un rythme de 0,2°C par seconde. Le ratio normalisé 
représenté par les niveaux d’expression du gène d ’intérêt sur les niveaux d’expression du 
gène de référence a été calculé à l’aide du logiciel LIGHTCYCLER version 4.0 selon le 
protocole du manufacturier (Roche Diagnostics, Laval, Canada). Les gènes TBP (TATA- 
binding protein) et hp2mic (human fi2 microglobuline) ont été utilisés comme gène de 
référence. Les amorces suivantes ont été employées pour la quantification de l’ARNm des 
différents gènes: RTIME CDP Up: 5’-ggctgtcactgactgagctg-3’; RTIME CDP Down: 5’- 
ctcacccaaggctctgtctc-3 ’ ; 5 ’ -hrmPLZF1923up: 5 ’ -agcacactcaagagccacaa-3 ’ ;
hrmPLZF2056dw: 5’-tcaaagggcttccacctgt-3’; hrmTBP1009up: 5’-ggggagctgtgatgtgaagt-3’; 
hrmTBP1139dw: 5’-ggagaacaattctgggtttga-3’; hB2MIC89up: 5’-tcgcgctactctctctttctg-3’; 
hB2MIC227dw: 5 ’ -tcaatgtcggatggatgaaa-3 ’.
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10. Gel de rétention
10.1 Préparation des oligonucléotides pour les sondes radioactives
Les oligonucléotides double brin correspondant aux 15 sites de liaison potentiels du facteur 
de transcription CUX1 dans la portion 5’-UTR et la région de 776 p.b. du promoteur du 
gène PLZF ont d’abord été synthétisés par la compagnie IDT (voir la figure 10, page 67). 
Les oligonucléotides mutés pour les sites de liaision de CUX1 sont les suivants (brin du 
haut, mutation en gras): site 3: 5’-gctgtaggggactcgatttaactcgagtctctctcca-3’; site 8: 5’- 
gcgccaagcttctcgtcttttggagcttccctccct-3’; site 10: 5’-tcgcttcgacatcactgccccgcggacct-3’; site 
12: 5’-tgggccctcgagtccttatcaaac-3’; site 13: 5’-ggccagcttcgctattcctctgtc-3’; site 14: 5’- 
accctcctgttgtccttcgtgagctctgaaag-3’ et site 15: 5’-tctgatgttttcgagtcctacagt-3\ 25 pg de 
chaque oligonucléotide ont été mélangés et le volume a été complété à 50 pl avec de l’eau 
stérile. Les oligonucléotides ont été chauffés à 75°C pendant 2 minutes et l’appariement a 
été effectué en laissant descendre la température à la température de la pièce (23°C). Les 
oligonucléotides double brin ont par la suite été dilués à 100 ng/pl et marqués de façon 
radioactive à leur extrémité 5’ dans une réaction d’échange du groupement phosphate avec 
le [y-32P]-dATP par l’enzyme T4 polynucléotide kinase. Les sondes ont été purifiées à 
l’aide des colonnes ProbeQuant™ G50 selon les recommandations du manufacturier.
10.2 Réaction de liaison à l’ADN et gel de rétention
Les réactions de liaison à l’ADN ont été réalisées dans un volume de 24 pl contenant le 
tampon de liaison D 2X (20 mM HEPES pH 7.9, 20% glycérol, 0.2 mM EDTA et 0.50 mM 
phénylméthanesulfonyl fluoride), 5 pg d’extraits de protéines nucléaires de cellules 293T 
transfectées ou non avec le vecteur d’expression peGFP-CUXl, 50 mM de KC1, 50 ng de 
poly(dl-dC) et 25 000 cpm de sondes marquées au 32P. Les réactions de liaison ont été 
incubées pendant 10 minutes à la température de la pièce. Pour les analyses de supershift, 
200 ng de l’anticorps CUX1 M222X ou d’IgG de lapin (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, États-Unis) ont été ajoutés et les réactions de liaison ont été laissées 10 minutes de 
plus à la température de la pièce. Les essais de compétition ont été effectués par l’addition 
d’un excès (10 fois plus) d’oligonucléotides double brin non radio-marqués. Les complexes
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retardés formés ont par la suite été séparés sur un gel 5% polyacrylamide préalablement 
équilibré pendant 1 heure à 120 Volts dans le tampon de migration Tris-glycine 0.5X (0.2 
M glycine, 0.025 M Tris et 1 mM EDTA). Le gel a été migré pendant 4 heures à 120 Volts 
à une température de 4°C puis il a été séché pendant 1 heure à 80°C avant d’être exposé 
toute la nuit sur un écran Molecular Imager FX (Biorad, Mississauga, Canada). L’écran a 
été révélé le lendemain à l’aide de l’appareil Molecular Imager FX.
11. Immunoprécipitation de la chromatine (ChDP)
Les essais d’immunoprécipitation de la chromatine ont été effectués à l’aide de la trousse 
Chromatin Immunoprécipitation Assay selon les instructions du manufacturier (Upstate, 
Millipore, Billerica, États-Unis). Les protéines des cellules Caco2/15 à sous-confluence 
(75%) ont d’abord été fixées à l’ADN avec de la formaldéhyde 1% pendant 10 minutes à 
37°C. Le lysat de cellules a par la suite été soniqué afin d’obtenir des fragments d’ADN 
d’une longueur d’environ 500 p.b.. La chromatine a été immunoprécipitée avec un 
anticorps polyclonal de lapin contre CUX1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, États- 
Unis). Des IgG de lapin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, États-Unis) ont également 
été utilisés comme contrôle négatif. Un extrait de chromatine (10%) a été gardé afin de 
vérifier la quantité d’ADN avant chaque immunoprécipitation. L’ADN immunoprécipité a 
été purifié par une extraction phénol-chloroforme et resuspendu dans 20 |xl d’eau ultrapure. 
Trois régions indépendantes du gène PLZF ont été amplifiées par PCR avec les amorces 
suivantes: Chiplup: 5’-aagctccagagggtctgcac-3’ et Chipldw: 5’-gaaaggcatcccgaacgcat-3’; 
Chip2up: 5’-aaatgtcttgaccagccgtc-3’ et Chip2dw: 5’-gaaacaaaggcctctcccag-3’; Chip3up: 5’- 
gctttgcagtcagaatggtc-3’ et Chip3dw: 5’-ctgagcactgactacgaaac-3’. Les amorces Chiplup et 
Chipldw amplifient une région du gène PLZF de 139 p.b. ne contenant pas de site de 
liaison potentiel de CUXl. Les oligonucléotides Chip2up et Chip2dw amplifient une région 
de 289 p.b. du gène PLZF contenant les sites #5, 6 et 7 et les amorces Chip3up et Chip3dw 
amplifient une région de 207 p.b. du gène PLZF contenant le site de liaison #15 (voir 
schéma de la figure 12A, page 73). Le programme utilisé pour l’amplification a été le 
suivant: un premier cycle de dénaturation initiale à 95°C pendant 2 minutes (HotStart), 10 
cycles de dénaturation à 95°C pendant 30 secondes, d’hybridation à 57,8 °C pendant 30
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secondes et d’amplification à 72°C pendant 2 minutes. Ensuite, la réaction de PCR s’est 
poursuivie avec 25 cycles à 95°C pendant 30 secondes, 58,7°C pendant 30 secondes et 
72°C pendant 2 minutes avec une augmentation du temps d ’élongation de 10 secondes à 
chaque cycle et suivi d’une incubation finale à 72°C pendant 7 minutes. Les produits de 
PCR ont été séparés sur un gel d’agarose 1,5% et les bandes ont été visualisées par 
coloration au bromure d’éthidium. L’ADN immunoprécipité a également été amplifié par 
PCR quantitatif en temps réel utilisant la trousse QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen, 
Toronto, Canada) et les amorces décrites précédemment. Les données ont été calculées tel 
que proposé par SuperArray Biosciences et décrit précédemment 
(http://www.workingthebench.com). Elles représentent le taux d’enrichissement par rapport 
au bruit de fond (contrôle négatif, les IgG de lapin) normalisé à l’input.
12. Transfections transitoires et essais luciférases
Les cellules 293T ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits afin d’être à une 
confluence d’environ 90% le lendemain (24 heures). Elles ont été co-transfectées avec 200 
ng du vecteur rapporteur luciférase (pGL3basic/3 kb 5’-UTR PLZF, pGL3basic/776 p.b. 
PLZF ou pGL3basic/776 p.b. site 13 mut, pGL3basic/776 p.b. site 14 mut, pGL3basic/776 
p.b. site 15 mut, pGL3basic/776 p.b. sites 13, 15 mut, pGL3basic/776 p.b. sites 13, 14, 15 
mut) et avec des quantités fixes de vecteur d’expression CMV-Cuxl (murin) ou peGFP- 
CUX1 (humain) pour une quantité totale d’ADN de 800 ng par puits. 5 ng du vecteur 
luciférase Rénilla pRL SV40 (Proméga, Madison, États-Unis) a été ajouté à chaque 
mélange d’ADN afin d’évaluer l’efficacité de transfection dans chacun des puits. Les 
transfections ont été effectuées à l’aide de la Lipofectamine 2 000 (Invitrogen, Burlington, 
États-Unis) selon les recommandations du manufacturier. 2 pl/puits de Lipofectamine 2 
000 a été pré-incubée à 50 pl/puits de milieu OptiMEM pendant 5 minutes à la température 
de la pièce. Les mélanges d’ADN ont également été pré-incubés dans 150 pl de milieu 
OptiMEM. 150 pl du mélange Lipofectamine 2 000/OptiMEM a par la suite été ajouté à 
chaque tube d’ADN/OptiMEM et l’incubation a été poursuivie pendant 15 minutes à la 
température de la pièce. Le milieu de culture des cellules 293T a été remplacé par 500 pl de 
milieu OptiMEM et 100 pl du mélange ADN/Lipofectamine2 OOO/OptiMEM a été ajouté
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goutte à goutte dans chaque puits. Après 4 heures, le milieu de transfection a été remplacé 
par 500 pl de milieu DMEM 10% FBS. 48 heures suivant la transfection, l’activité de la 
Luciférase et de la Rénilla a été déterminée à l’aide de la trousse Dual Luciferase Assay 
(Proméga, Madison, États-Unis) selon le protocole du fabricant. Brièvement, les cellules 
ont d’abord été lavées dans 1 ml de PBS IX et elles ont été lysées dans 100 pl de tampon 
de lyse passif IX (PLB: passive lysis bujfer). Les cellules ont été laissées sur la plaque 
agitatrice pendant 15 minutes à la température de la pièce. Les lysats de cellules ont par la 
suite été récoltés dans un eppendorf et centrifugés à 4°C pendant 5 minutes à 13 000 rpm. 
Un volume de 10 pl d’extraits protéiques a été utilisé pour la lecture. L’activité de la 
Luciférase et de la Rénilla a ensuite été immédiatement mesurée de façon automatique par 
l’utilisation du luminomètre de marque Microplate Luminometer ORION (Berthold 
Détection Systems) selon le protocole suivant: première injection de 50 pl de tampon 
LARII (substrat de la Luciférase: Luciferase Assay Substrate) suivi d’un délai de trois 
secondes; mesure de l’activité de la Luciférase pendant 10 secondes; délai de 10 secondes 
permettant au signal de lumière de s’éteindre complètement; injection de 50 pl du tampon 
Stop’n ’Glow (substrat de la Rénilla); délai de trois secondes; mesure de l’activité de la 
Rénilla pendant 10 secondes. Chaque expérience a été répétée au moins trois fois en 
triplicata.
13. Production virale
Pour les rétrovirus, 10 pg d’ADN rétroviral contenant les gènes nécessaires à la formation 
des capsides virales (gag, pol, env) et 10 pg du vecteur rétroviral (shCUXl et shCUXlmut; 
MSCVnéoeGFP-CUXl et MSCVnéovide) ont été mélangés sous l’enceinte de sécurité 
biologique de la salle de culture. Pour les lentivirus, 6 pg de chacun des vecteurs 
nécessaires à l’encapsidation du virus, soit plp l, plp2, plpVSVG ont été mélangés à 6 pg du 
vecteur lentiviral permettant l’expresion de l’isoforme pllOCuxl 
(pllOCuxlmurin/plenti6V5/Adapteur et plenti6V5vide). La veille de la transfection, les 
cellules 293T ont été ensemencées dans des boîtes de 100 mm afin qu’elles soient à une 
confluence de 90% le jour de la transfection. Lors de la transfection, 40 pl de lipofectamine 
2 000/puits pour les rétrovirus (48 pl de Lipofectamine 2 000/puits pour les lentivirus) a été
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pré-incubé à 1,5 ml/puits du milieu OptiMEM pendant 5 minutes à la température de la 
pièce. Le mélange d’ADN a été pré-incubé dans un volume de 3 ml d’OptiMEM. 3 ml du 
mélange Lipofectamine 2 OOO/OptiMEM a été ajouté à chaque tube d’ADN/OptiMEM et 
l’incubation a été poursuivie pendant 20 minutes à la température de la pièce. Le milieu des 
cellules 293T a été remplacé par 5 ml de milieu OptiMEM et 3 ml du mélange 
ADN/Lipofectamine 2 OOO/OptiMEM a été ajouté goutte à goutte dans chaque boîte de 100 
mm. Les cellules ont été incubées pendant 4 heures à 37°C et le milieu OptiMEM a été 
remplacé par 8 ml du milieu DMEM 10% FBS. Les cellules ont par la suite été incubées à 
37°C pendant deux jours. Le milieu de culture contenant les virus en suspension a été 
prélevé à l’aide d’une seringue de 10 ml et filtré sur un filtre de 0,45 pm. Les particules 
virales ainsi récoltées ont été aliquotées en 700 pl et conservées à -80°C.
14. Infection virale
Lors de l’infection, 0,7 pl de polybrène 4 pg/pl (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été 
ajouté à 700 pl de suspension virale (rétrovirus et lentivirus) pour une concentration finale 
en polybrène de 4 pg/ml. Le mélange rétrovirus/polybrène a été déposé sur les cellules IEC- 
6, T84, DLD-1 et Caco2/15 ensemencées dans des plaques de six puits et à environ 50% 
confluence. Le mélange lentivirus/polybrène a été ajouté aux cellules BEC-6 et DLD-1 à 
70% confluence. Les cellules ont été incubées une heure à 37°C et 1,5 ml de milieu de 
culture approprié contenant 1,5 pl de polybrène a été ajouté à chacun des puits. Les cellules 
ont été incubées pendant deux jours à 37°C. Les cellules T84 et DLD-1 infectées avec les 
rétrovims MSCVnéoeGFP-CUXl (MSCVnéovide) ont été sélectionnées avec 1,5 mg/ml de 
G418 (Gibco BRL, Burlington, États-Unis), les cellules IEC-6, Caco2/15, T84 et DLD-1 
infectées avec les rétrovirus shCUXl (shCUXlmut) avec 5 pg/ml de puromycine (Sigma 
Aldrich, Oakville, Canada) et les cellules IEC-6 et DLD-1 infectées avec les lentivirus 
pllOCuxl/plenti6V5/Adapteur (plenti6V5vide) ont été sélectionnées avec 10 pg/ml de 
blasticidine (Invitrogen, Burlington, États-Unis). Dans tous les cas, la sélection a été 
effectuée pendant une semaine.
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15. Traitement des cellules avec l’inhibiteur de la cathepsin L et les inhibiteurs du 
protéasome
Les cellules T84 et DLD-1 ont été traitées avec 0 M, lxlO"6 M et lxlO'5 M de l’inhibiteur 
pharmacologique de la cathepsin L, soit le z-phe-tyr-(tBu)-diazomethylketone pendant 72 
heures. Les protéines totales ont par la suite été extraites tel que décrit à la section 5.1.1. 
Les cellules 293T, T84 et Caco2/15 ont été traitées avec 25 pM de MG132 et 5 pM de 
bortezomib pendant environ 7 heures et les protéines totales ont été récoltées de la façon 
présentée à la section 5.1.1. Les protéines cytoplasmiques et nucléaires ont été extraites tel 
que décrit à la section 5.2 des cellules 293T suite à leur traitement avec 25 pM de MG132 
et 7,5 pM de bortezomib pendant 7 heures. Afin de vérifier un effet possible du solvant sur 
les cellules, celles-ci ont également été mises en présence du solvant ayant été utilisé pour 
dissoudre le MG132 et le bortezomib, soit le DMSO.
16. Essai de transcription et traduction in vitro dans les réticulocytes de lapin
L’essai de transcription et traduction in vitro dans les réticulocytes de lapin a été effectué 
selon les recommandations du manufacturier de la trousse TNT Coupled Réticulocyte 
Lysate System de la compagnie Proméga (Proméga, Madison, États-Unis). Un mélange 
contenant 25 pl de réticulocytes de lapin, (TNT Rabbit Réticulocyte Lysate), 2 pl de tampon 
de réaction, (TNT reaction buffer), 1 pl d’ARN polymérase T7, 0,5 pl d’un mélange 
d’acides aminés moins la leucine, 0,5 pl d’un mélange d’acides aminés moins la 
méthionine, 1 pl d’un inhibiteur de RNases (40U/pl) (Roche Diagnostics, Laval, Canada) et 
18 pl d’eau sans nucléases a été effectué. 1 pg de chaque vecteur d ’intérêt a été ajouté au 
mélange pour un volume final de 50 pl. Le mélange a été incubé pendant 90 minutes à 
30°C. La production des protéines d’intérêt a été confirmée suite à la migration de 1, 3 et 5 
pl de chacune des réactions sur un gel NuPage 3-8% tel que décrit à la section 6.
17. Essai d’ubiquitination
La réaction d’ubiquitination a été réalisée selon le protocole de la trousse Ubiquitin Protein 
Conjugation kit de la compagnie Calbiochem (Calbiochem, Darmstadt, Allemagne). Pour
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chaque condition, deux réactions d’ubiquitination ont été effectuées: une réaction avec 
molécules d’ubiquitines et une sans molécules d’ubiquitines. La réaction incluant des 
molécules d’ubiquitines a été réalisée en mélangeant 3 |j.l d’une solution d’énergie 10X, 9,4 
fri d’une solution contenant la fraction #1 (7,5 ng), 9,4 ni d’une solution contenant la 
fraction #2 (7,5 ng) et L6 ni d’une solution contenant les ubiquitines (15 pM) pour un 
volume total de 30 ni- La réaction sans molécules d’ubiquitines a été effectuée en présence 
des mêmes volumes des solutions décrites précédemment, à l’exception de la solution 
d’ubiquitines qui n’a pas été ajoutée et qui a été remplacée par 1,6 pl d’eau. 1,5 pl de n- 
éthylmaléimide 200 mM (NEM) (concentration finale = 10 mM), un inhibiteur des 
déubiquitinases, a été additionné à chaque réaction et elles ont été incubées pendant 5 
minutes à 37°C. 6 pl de protéines provenant de l’essai de transcription et traduction in vitro 
a par la suite été ajouté et le mélange final a été mis à 37°C pendant 2 heures.
18. Essai de dégradation au protéasome 26S
L’essai de dégradation au protéasome 26S a été fait en suivant les recommandations du 
fournisseur de la trousse 26S Proteasome Dégradation kit de la compagnie Calbiochem 
(Calbiochem, Darmstadt, Allemagne). Les conditions étaient: sans ubiquitines et 
protéasomes 26S; sans ubiquitines et avec protéasomes 26S; avec ubiquitines et sans 
protéasomes 26S et avec ubiquitines et protéasomes 26S. 30,9 pl de l’essai d’ubiquitination 
(avec ou sans molécules d’ubiquitines) obtenu précédemment a été mélangé à 5 pl d’une 
solution d’énergie 10X, 5 pl d’une solution contenant le protéasome 26S pour une 
concentration finale de 5 nM et à 9,1 pl d’eau pour un volume final de 50 pl. Pour la 
condition réalisée sans protéasomes 26S, un volume d’eau de 14,1 pl a été ajouté. Les 
réactions ont été incubées pendant 1 heure à 37°C. Le clivage de l’isoforme p200Cuxl en 
pl lOCuxl a été vérifié par la migration de 17 pl de protéines des différentes conditions des 
essais de dégradation au protéasome 26S sur un gel NuPage 3-8% tel que décrit à la section 
6.
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19. Essai de prolifération cellulaire
19.1 Préparation des cellules
Les cellules ont été ensemencées au jour 0 avec respectivement 100 000 cellules/puits de 
IEC-6 shCUXl et contrôle, 30 000 cellules/puits de IEC-6 pllOCuxl/plenti et contrôle, 60 
000 cellules/puits de DLD-1 et T84 shCUXl et contrôle et 60 000 cellules/puits de DLD-1 
pl lOCuxl/plenti et contrôle dans une plaque de 6 puits. Le suivi du nombre de cellules a 
été fait selon une cinétique variable de jours en utilisant un hémacytomètre (Hausser 
Scientific, Horsham, États-Unis).
19.2 Coloration des cellules au trypan bleu et décompte des cellules
Les cellules EEC-6 ont d’abord été lavées avec 1 ml de trypsine (Gibco BRL, Burlington, 
États-Unis) puis décollées avec 500 pl de trypsine à 37°C. Les cellules ont par la suite été 
récoltées avec 5 ml de milieu approprié et centrifugées à 1 000 rpm pendant 5 minutes à 
4°C. Après centrifugation, le milieu a été aspiré et les cellules ont été resuspendues dans un 
volume de milieu de culture en fonction du volume du culot des cellules. Pour les cellules 
T84 et DLD-1, les cellules ont également été lavées avec 1 ml de trypsine, mais au lieu de 
les centrifuger, une certaine quantité de trypsine a immédiatement été ajoutée en fonction 
de la densité de cellules. Après le décollement des cellules à 37°C, des up and down ont été 
effectués avec une pipette afin de bien ressuspendre les cellules et elles ont été récoltées. 
Dans les deux cas, 20 pl de la suspension cellulaire a été mélangé à 20 pl de trypan bleu 
0,4% (ratio 1:1) dans un tube eppendorf afin d’obtenir une concentration finale de 0,1%. 
Après un temps d’incubation de 5 minutes, un volume de 10 pl du mélange cellules/trypan 
bleu a été déposé dans chacune des deux chambres de l’hémacytomètre (Hausser Scientific, 
Horsham, États-Unis). Les cellules viables (cellules blanches), capables d’exclure le trypan 
bleu ainsi que les cellules mortes (cellules bleues) ont été comptées avec le compteur de 
cellules de la compagnie Invitrogen (Invitrogen, Burlington, États-Unis).
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20. Essai de croissance en agarose mou
La croissance en indépendance d’ancrage a été étudiée en évaluant la prolifération des 
cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1 exprimant ou non un shARN ciblé 
contre le messager de CUX1 dans des plaques de 6 puits. Le fond des puits a d ’abord été 
recouvert d’une mince couche d’un mélange 1:1 d’agarose 1,4% (agarose type VII) et de 
milieu DMEM 2X que nous laissons figer. Le 2X signifie que tous les additifs normaux 
sont doublés par rapport à la concentration normalement utilisée. Les cellules DLD-1 sont 
ensemencées au nombre de 5 000 cellules par puits. Avant l’ensemencement des cellules, 
celles-ci sont comptées et le volume requis pour avoir 5 000 cellules par puits est d’abord 
mélangé à 2 ml de la solution 1:1 agarose 1,4%/DMEM 2X, volume final qui sera déposé 
par puits. Les plaques sont ensuite incubées à 37°C. En général, les colonies commencent à 
se former au bout de quelques jours. À tous les deux jours, 1 ml de milieu DMEM IX est 
ajouté à chaque puits afin de rafraîchir le milieu en nutriments et en électrolytes et pour 
éviter un assèchement de l’agarose. Au bout de deux semaines, les colonies de cellules 
DLD-1 sont visibles. La détection des colonies se fait par une coloration au MTT 10X 
pendant 3 heures à 37°C. L’activité mitochondriale des cellules vivantes entraîne une 
réduction chimique du MTT qui se traduit par l’apparition d’une couleur bleue. Les plaques 
de 6 puits sont photographiées et les images obtenues sont analysées avec le logiciel Image 




1. Caractérisation de l’interaction de CUX1 avec le gène PLZF 
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1.1 CUX1 interagit physiquement avec le gène PLZF in vitro et in vivo
Le seul rôle connu à ce jour de CUX1 dans le tractus gastro-intestinal est la répression du 
gène de la sucrase-isomaltase (SI) dans les colonocytes pendant le développement post­
natal chez la souris (Boudreau et al., 2002). Des études ont également rapporté une ré­
expression du gène de la sucrase-isomaltase dans les cancers colorectaux chez l’humain 
(Beaulieu et al., 1990; Wiltz et al., 1990; Czemichow et al., 1989). L’effet transcriptionnel
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du facteur de transcription CUX1 n’a cependant jamais été exploré dans le contexte de 
F épithélium intestinal. Afin de déterminer de nouvelles cibles transcriptionnelles de CUX1 
dans le côlon, un modèle de souris déficient pour la protéine CUX1 a été utilisé. Ce modèle 
se caractérise par une inactivation du gène Cuxl suite à l’introduction d’une cassette 
contenant un codon stop dans l’exon codant pour le domaine de liaison HD. Le résultat est 
la production d’un hypomorphisme, c’est-à-dire d’une protéine Cuxl altérée (Sinclair et al., 
2001). Une étude différentielle par criblage de micropuces à ADN a été réalisée avec de 
l’ARN isolé du côlon provenant de trois souris mutantes pour Cuxl et de trois souris 
contrôles à jour 1 post-natal. L’analyse a permis d’identifier PLZF (Promyelocytic 
Leukemia Zinc Finger) comme étant le gène le plus induit dans les souris déficientes pour 
Cuxl. En effet, les résultats montrent une augmentation de l’expression du gène PLZF de 
dix fois dans le côlon des souris mutantes comparativement au côlon des souris contrôles et 
ce à jour 1 post-natal (résultat non montré). Afin de confirmer les résultats obtenus avec les 
micropuces à ADN, une analyse par PCR quantitatif en temps réel a été effectuée. 
L’analyse révèle une augmentation de l’expression de 1’ARNm de PLZF dans plusieurs des 
souris homozygotes mutantes pour Cuxl par rapport aux souris de type sauvage. 
Cependant, cette induction n’est pas observée dans tous les individus et le résultat final 
n’est donc pas significatif (résultat non montré).
Puisque le gène PLZF semble être une cible colique de CUX1, nous avons exploré la 
présence de sites d’interaction potentiels du facteur de transcription CUX1 dans le gène 
PLZF. Une analyse informatique du gène humain PLZF par l’utilisation de la matrice 
MATINSPECTOR (Cartharius et al., 2005) a prédit 15 sites de liaison potentiels pour 
CUX1 à l’intérieur d’une région de 6.6 kb incluant la portion 5’-UTR et une courte région 
du promoteur du gène PLZF en amont du site d’initiation de la transcription (Figure 10). Il 
est intéressant de remarquer que la portion 5’-UTR contient un nombre élevé de sites 
d’interaction potentiels pour CUX1, soit 12 sites.
La capacité de CUX1 de se lier à ces différents sites d’interaction potentiels de la portion 
5’-UTR et de la région du promoteur du gène PLZF située en amont du site d’initiation de
Q  = site de liaison de CUX1
+ 5982
B )
Sites Séquences Position Brin
1 5'-atf*cG4C a*4 aatcJ ATGgacac-3’ +5339 à +5355 -
2 5'-ggaaGCCto4 aagtT ATTGtatgt-3’ +5150 à +5166 -
3 5'-tggagagagacG4ragrtaaar ATGGtcccctacagc-3* +4641 à +4657 -
4 5'-ggcgCTGgaAgtgaT ATTGgcacc-3' +4498 à +4514 -
5 5'-Rgagccctctt4 T tGAT C ccggac- 3 ' +4401 à +4417 +
6 5'-tgtcttaC4G cft4 ccaaJ ATTGca-3' +4307 à +4323 -
7 5'-agcgaCCAATA7T gCagtgaatgc-3' +4300 à +4316
8 5'-ta»wa«waaC4G cc4 aaagd ATGgaagcttggcgc-3' +4022 à +4038 -
9 5'-gccagaaggtc CGCggG gatc T ATT Gtcgaagcgag- 3 ' +1619 à +1635 •
10 5'-tcgcttcgaca^r aGATCcccgcggacct-3' +1616 à +1632 +
11 5'-gggîigngi*aagr’>irai»7'fîcteT ATGgcectggcetec-3' +271 à +289
12 5'-taaacCC AATAAAcC ttatcaaac-3' +18 à +34 +
13 S'-ggccagcT cATC’L47’tcctctgtc-3' -331 à -315 +
14 5’-accctcctgttCC ACTA4C tG agctctgaaag-3’ -430 à -414 +
15 5'-tctgatgttta4r aGATCtacagt-3' -650 à -644 +
Sites consensus de liaison: (t/a) (a/t) tATCGATTAt (t/c) (t/g) (t/a)
ATC (G/A) AT
Figure 10 : Présentation des 15 sites d’interaction potentiels de CUX1 à l’intérieur 
d’une région de 6.6 kb du gène humain PLZF. (A) Représentation schématique du gène 
PLZF avec les sites de liaison pour le facteur de transcription CUX1 prédits par le logiciel 
informatique MATINSPECTOR. (B) Séquence nucléotidique des 15 sites de liaison 
potentiels de CUX1 dans le gène PLZF. Les bases en lettres majuscules représentent la 
séquence centrale de CUX1 et celles en italiques indiquent qu’elles sont hautement 
conservées d’un site à l’autre.
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la transcription a été investiguée par gel de rétention. Pour ce faire, des sondes double brin 
marquées au 32P correspondant aux 15 sites de liaison potentiels pour CUX1 situés dans la 
portion 5’-UTR et dans la région du promoteur du gène PLZF ont été utilisées. Des extraits 
de protéines nucléaires de cellules 293T transfectées ou non avec un vecteur d’expression 
de la protéine CUX1 (peGFP-CUXl) ont également été utilisés dans les essais. La 
surexpression de la protéine CUX1 a d’abord été validée par analyse Western et le résultat 
montre une forte expression des deux isoformes de CUX1, soit p200CUXl et pllOCUXl, 
dans les extraits de protéines nucléaires surexprimant CUX1 comparativement aux extraits 
de protéines nucléaires contrôles (Figure 11 A, panneau de droite). L’analyse du gel de 
rétention révèle que la surexpression de CUX1 dans les cellules 293T mène à la formation 
de plusieurs complexes retardés lesquels arborent un patron similaire pour les sites de 
liaison # 1, 2, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13 et 15 comparativement à la condition contrôle (Figure 
11 A, conditions 3 vs 2). De plus, les sites # 8, 9, 11 et 14 présentent une seule bande de 
forte intensité dans les extraits nucléaires enrichis en CUX1 suggérant que ce facteur de 
transcription possède une meilleure affinité pour ces sites in vitro. Le complexe retardé 
formé entre CUX1 et le site #3 diffère quelque peu de celui des autres sites de liaison 
indiquant la présence d’autres éléments putatifs lesquels pourraient interférer dans 
l’interaction de CUX1 avec ce site. Afin d’évaluer l’importance de ces sites dans la 
formation de complexes retardés de profils différents, certains sites représentatifs ont été 
mutés par mutagénèse dirigée. Pour ce faire, un gel de rétention a été effectué avec les 
sondes mutées et non mutées #3, 8, 10, 12, 13, 14 et 15 lesquelles ont été marquées au 32P. 
Le résultat montre que l’introduction de mutations dans le site consensus de liaison de 
CUX1 résulte en la disparition des complexes retardés formés entre CUX1 et les sites # 8, 
10, 12, 13, 14 et 15. CUX1 perd également la capacité de lier le site #3, mais cette perte 
d’interaction n’est pas totale puisqu’une bande de faible intensité est toujours présente 
lorsque le site est muté (Figure 11B). Un essai de compétition a par la suite été réalisé afin 
de confirmer l’interaction de CUX1 spécifiquement avec ces sites. Une quantité 10 fois 
plus élevée d’oligonucléotides double brin non marqués au 32P et correspondant aux sites 
#3, 8, 10, 12, 13, 14 et 15 mutés et non mutés a été utilisé dans les essais de compétition. 
L’addition d’un excès de sondes froides non mutées #8, 10, 12, 13, 14 et 15 compétitionne 
avec les mêmes sondes marquées au 32P, alors que les sondes froides mutées sont
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Figure 11 : La protéine eGFP-CUXl interagit avec plusieurs sites de la portion 5’- 
UTR et de la région du promoteur du gène PLZF  située en amont du site d’initiation 
de la transcription in vitro. (A) Des extraits de protéines nucléaires provenant de cellules 
293T non transfectées (condition 2) et transfectées avec le vecteur d’expression peGFP- 
CUX1 (condition 3) ont été utilisés dans les essais de gel de rétention avec des 
oligonucléotides double brin marqués au P représentant chacun des sites. La condition 1 
correspond à la sonde libre, condition pour laquelle il n’y avait pas de protéines nucléaires 
dans les réactions de liaison. Les différents complexes retardés formés sont indiqués par 
une flèche. Le panneau de droite est une analyse Western qui illustre les différentes 
isoformes de CUX1 produites dans les cellules 293T suite à la transfection du vecteur 
d’expression peGFP-CUXl. L’anticorps polyclonal M-222X dirigé contre la protéine 
C1JX1 a été utilisé. (B) Gel de rétention effectué comme décrit en (A), mais avec des 
sondes double brin marquées au 32P dans lesquelles le site consensus de liaison de CUX1 a 
été muté. (C) Essai de compétition réalisé suite à l ’ajout d’une quantité 10 fois plus élevée 
de sondes froides non mutées et mutées pour les sites de liaison # 3, 8, 10, 12, 13, 14 et 15. 
(D) Expérience de supershift réalisée suite à l’incubation des réactions de liaison en 
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incapables de compétitionner (Figure 11C). Enfin, l’ajout d’un anticorps polyclonal contre 
la protéine CUX1 dans les réactions de liaison a permis de valider la présence de CUX1 
dans les différents complexes retardés formés. La présence de l’anticorps résulte donc en un 
supershift des différents complexes retardés formés pour les sites #5, 7, 8, 10 et 14 lorsque 
comparé à la condition contrôle pour laquelle les réactions de liaison ont été incubées avec 
des IgG de lapin (Figure 11D).
Les résultats présentés précédemment montrent une interaction du facteur de transcription 
CUX1 avec certains sites du gène PLZF in vitro. Afin de déterminer si CUX1 a la capacité 
de lier le gène PLZF dans un contexte in vivo, un essai d’immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP) a été effectué. Les cellules cancéreuses colorectales humaines Caco2/15 
sous-confluentes (75%) dans lesquelles la protéine CUX1 est exprimée ont été utilisées 
(Boudreau et al., 2002). Les protéines ont d’abord été fixées à l ’ADN à l’aide du 
formaldéhyde et la chromatine a ensuite été immunoprécipitée avec un anticorps contre 
CUXl. Trois régions indépendantes du gène PLZF ont été amplifiées par PCR (Figure 
12A). Le résultat montre que CUX1 interagit avec une région spécifique de la portion 5’- 
UTR contenant les sites #5 à 7 lesquels ont été validés in vitro par gel de rétention (Figure 
12B, C). Le facteur de transcription CUX1 interagit également avec une région spécifique 
du promoteur du gène PLZF située en amont du site d’initiation de la transcription 
comprenant le site # 15 qui a aussi été validé par gel de rétention (Figure 12B, C). Le 
contrôle négatif est une région du gène PLZF avec laquelle CUX1 est incapable d’interagir 
in vitro et la photographie du gel d’agarose confirme que cette région n’est pas 
immunoprécipitée par l’anticorps CUX1 (Figure 12B, C). L’ensemble de ces résultats 
démontrent hors de tout doute que CUX1 interagit fortement avec la portion 5’-UTR et la 
région du promoteur du gène PLZF localisée en amont du site d’initiation de la 
transcription in vitro et in vivo.
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Figure 12 : CUX1 interagit avec le gène PLZF in vivo. (A) Les parenthèses indiquent les 
sites consensus de liaison de CUX1 dans le gène PLZF. Les bases en lettres majuscules 
mettent en évidence la séquence centrale de CUX1 et celles en italiques montrent qu’elles 
sont hautement conservées lorsque comparées à la séquence consensus. Les amorces qui 
ont été utilisées pour l’amplification des différentes régions par PCR semi-quantitatif et par 
PCR en temps réel sont représentées par des flèches en gras (amorces Chip 2 up et dw; 
amorces Chip 3 up et dw). Les amorces (Chip 1 up et Chip 1 dw) qui ont été utilisées 
comme contrôle négatif ne sont pas illustrées sur le schéma. L’amorce Chip 1 up débute à 
la position +3165 p.b. sur la séquence du gène PLZF, alors que l’amorce Chip 1 dw 
commence à la position +3304 p.b. (B) Les essais d’immunoprécipitation de la chromatine 
ont été réalisés avec les cellules Caco2/15 sous-confluentes. La chromatine a été 
immunoprécipitée avec l’anticorps polyclonal contre CUX1 M-222X. Les IgG de lapin ont 
été utilisés comme contrôle négatif. Trois régions indépendantes (1 à 3) du gène PLZF ont 
été amplifiées par PCR semi-quantitatif. Un extrait de chromatine (10%; input) a également 
été amplifié par PCR afin de déterminer la quantité d’ADN avant l’immunoprécipitation. 
Le résultat est représentatif de quatre expériences indépendantes. (C) Les trois mêmes 
régions (1 à 3) du gène PLZF ont également été soumises à une analyse quantitative par 
PCR en temps réel. Le graphique représente l’enrichissement du signal de CUX1 par 
rapport à celui des IgG de lapin (bruit de fond) normalisé à celui de l’input.
73
A)
-7 6 6  
-7 0 6  
-6 4  6 
-5 8 6  
-5 2  6 
-4 6 6  
-4 0 6  
-3 4 6  
-2 8  6 
-2 2 6  
-1 6 6  
-1 0 6  
-4 6
ta a a a g c c c t  t g c t t c c t t c  a t c t a t t t c a  
amorce Chip3 n>
c a t g a g c t t t  g ca g tc a g a a  t g g Æ tg a t t
ta cà jg tc tg c  a g ta a g g c a c  t t a a t c t c t c
gggaaaataa  t a g c a c c t g c  a t ta a ta g g a  
amorce Chip3 (hv
g t a a t g t g t t  g a g t t t c g t a  g t c a g t g c t c
c c t g t a t g a t  c t c t t a g a a c  t g c t a t a c c c  t c c t g t t  JoCA
t g c c a g tg g t  g g g a g g ta ca  tg g g ta a a g a  g g g a g a tg a g
r  Site 13 ^
a a t t c c a tg c  aaagjgccagc T cK C C tA T tc  c t d t g t c t c t
t t g a g a t c t c  c t g t a t t t t t  a g a a c tg a ta  c c c a g g t t t c
a a a a a tg ta a  a a g a a a a a tc  a c t c t a a a ta  c a c g a a c a tg
g g c a tg tg c g  cg cg agagag  a t t g a g t a t t  c t c t t g t a a t
a g g tg c tg c c  a ta tg a a a t c  t c tg a a c tg a  g g a g t c tc a t  
B o îte  T a ta
g a c a ta g c tc  tg g d ta ta a a  t g g t g c c a g t  t t t g g t g g g g
c ta g a g g c ta  
ta  a a g t t t c a  
tg a a c c tc a g  
t t g t t a t g t g  g a t ta a a ta a  a a c a a c a ta g  
a g a a tg a g tt
c a t a a tc ta g  a a g t ta a g a g
r  Site 15
g c tc t lg a tg t  ttaLAÏàGKTc
t t t t c a t g t c  c a c a g a a a t t
a t t a t t t t c g  c t g t c t c c t t  
Site 14
CTAACtGagc tc tlg a a a g g cr j
g g a g ta a g a t  t ta g c a a t g g  
a g c a t g a tc t  c c c c c ta a g a  
c c t ta a a a g a  c g c t t c a a g a  
agagagacag  a a a g agagcg  
t t t c c a t c c t  g c t t g t t t t t  
c a g c c t t c c c  a g g a c c c a a g
r*+lg a g c tg d tg c  t g c t t t a t c t  +13
+4094 g c tc g g c tg a  a t g g t c a t c c  
amorce Chip2 up
+4154 a a a a a tg tc t  tg a c c a g c c g
c a a c c t t g a c  g g c c t c c g t c  c c c a c c c c g g  
T e c t g t g a a t  c c t t t c t g c g  t g a g c t t g g t
+4214 c tg a ta g a g c  t c c t t c t g g g
+4 27 4 a c c t t g c t g t  t c c t t g c t c t
+4 334 cg g ggagggt c c tg g g c c tg
r  Site 5
+4394 ta g g a lg ccct c t tA T tQ K S c
+4454 t c t t c c c t t c  g t a c t g g t t g
g g cg g g ca g c
g g c tc c tg a a
tg a g g g a g a gg g tg g a g g c a  a g c a a g c a g t  g t tc g a a g a g
£" Site 7 f  X  S i,t6c a g tg c c lt tc  acliGcAATIlT TGGlrcgCIFGt
c g c g g t c t t t  c t a a c a c t c c  t t ta a g c g a g  g t t t g g a g t c  
-n amorce Chip2 dw
c c g b a ca g g c  tc tg g g a g a g  g c c t t t g t t t  c c c a g c c c tg
ta a c tc a c a c  c a c a g g tg c t  ggtgc^AATA
aajgacagaca
Site 4
t c a c  TtcCA'










i . 1 . l .
Chipl Chip2 Chip3
74
1.2 CUX1 inhibe l’activité transcriptionnelle de la portion 5’-UTR et de la région du 
promoteur du gène humain PLZF
Des évidences dans la littérature ont rapporté que la portion 5’-UTR est essentielle à la 
régulation de la transcription de certains gènes (Hu et al., 2008; Ibla et al., 2006; Burkhardt 
et al., 2005; Lee et al., 2005; Lu et al., 2005). Afin de déterminer l’effet transcriptionnel de 
CUX1 sur la portion 5’-UTR du gène PLZF, une région de 3 kb contenant huit sites de 
liaison de CUX1 (3 kb 5’-UTR) a été amplifiée par PCR et clonée en amont du gène 
rapporteur luciférase. Les cellules 293T ont par la suite été co-transfectées avec le vecteur 
pGL3basie/3 kb 5’-UTR PLZF et un vecteur permettant d’une part, l’expression de la 
forme humaine de CUX1 (peGFP-CUX 1) et d’autre part, l’expression de la version murine 
de Cuxl (CMV-Cuxl). Le graphique représentant les résultats obtenus suite aux essais 
luciférases montrent que la protéine CUX1 de forme humaine ainsi que son homologue 
chez la souris réduisent de deux fois l’activité transcriptionnelle de la région de 3 kb 5’- 
UTR du gène PLZF (Figure 13A). La synthèse des différentes protéines CUX1 dans les 
cellules 293T a par la suite été confirmée par analyse Western. Le résultat montre la 
détection de deux bandes correspondant à deux isoformes de CUX1 répertoriées dans la 
littérature, soit p200CUXl et pllOCUXl. La protéine Cuxl de forme murine est détectée à 
un poids moléculaire inférieur à celle de la version humaine (180 kDa), de par l’utilisation 
d ’une construction Cuxl tronquée en N-terminal (Valarche et al, 1993) (Figure 13B). 
L’effet transcriptionnel de CUX1 a ensuite été vérifié sur une région de 776 p.b. du 
promoteur du gène PLZF contenant les sites # 13 à 15 et le site d’initiation de la 
transcription (Figure 13C). Les cellules 293T ont été co-transfectées avec un vecteur 
contenant la région de 776 p.b du promoteur du gène PLZF (pGL3basic/776 p.b. PLZF) en 
amont du gène rapporteur luciférase et avec le vecteur d’expression de CUX1, soit peGFP- 
CUX 1. L’ajout de quantités croissantes du vecteur d’expression de CUX1 résulte en une 
réduction maximale de deux fois de l’activité transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du 
promoteur du gène PLZF (Figure 13D). L’importance des sites # 13, 14 et 15 dans la 
régulation de l’activité transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du promoteur du gène 
PLZF dépendante de CUX1 a par la suite été investiguée. Pour ce faire, les sites #13, 14 et 
15 ont été mutés par mutagénèse dirigée. Des essais luciférases ont été effectués suite à la 
co-transfection, dans les cellules 293T, du vecteur pGL3 basic contenant les différents
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Figure 13 : CUX1 influence transcriptionnellement la portion 5’-UTR et la région de
776 p.b. du promoteur du gène PLZF. (A) Les cellules 293T ont été co-transfectées de 
façon transitoire avec 0 et 0,4 pg du vecteur d’expression CMV-Cuxl (murin) ou peGFP- 
CUX1 (humain) et avec 0,2 pg du vecteur pGL3basic/3 kb 5’-UTR PLZF. Le vecteur 
pcDNA3.1 vide a été utilisé afin de calibrer la quantité d’ADN dans chaque condition. Les 
cellules ont été récoltées 48 heures après la transfection et analysées pour leur activité 
luciférase. Les données ont été normalisées avec les valeurs de Rénilla. Les résultats 
obtenus en triplicata sont représentatifs de trois expériences indépendantes. (B) Un 
immunobuvardage de type Western a été effectué sur les lysats de protéines totales utilisés 
pour les mesures de l’activité luciférase en (A). La détection des protéines de forme 
humaine et murine de CUX1 a été réalisée à l’aide de l’anticorps contre CUX1 C-20. Les 
poids moléculaires de la protéine Cuxl et des isoformes de la protéine CUX1 sont indiqués 
par les flèches. (C) Représentation schématique des trois simples mutants, du double 
mutant et du triple mutant de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. Les croix 
en gras indiquent le ou les sites muté(s) dans chacune des constructions. (D) Des quantités 
croissantes du vecteur d’expression peGFP-CUXl (0, 5 et 12 ng) ont été co-transfectées de 
façon transitoire dans les cellules 293T avec 0,2 pg des différentes constructions du vecteur 
luciférase pGL3basic/776 p.b. PLZF illustrées en (C). Le vecteur pcDNA3.1 vide a été 
utilisé afin de calibrer la quantité d’ADN dans chaque condition. Les cellules ont été 
récoltées 48 heures après la transfection et analysées pour leur activité luciférase. Les 
données ont été normalisées avec les valeurs de Rénilla. Les résultats obtenus en triplicata 
sont représentatifs de trois expériences indépendantes. (E) Graphique représentant l’activité 
de répression de CUX1 sur la région de 776 p.b. de type sauvage ainsi que sur les mutants 
de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. *** P < 0.001.
Activité Ludférase/Rénilla (%)
Pourcentage de répression (%)
Activité Ludférase/Rénilla (%)
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mutants de la région de 776 p.b. en amont du gène rapporteur de la luciférase 
(pGL3basic/776 p.b. site 13 mut; pGL3basic/776 p.b. site 14 mut; pGL3basic/776 p.b. site 
15 mut; pGL3basic/776 p.b. sites 13, 15 mut et pGL3basic/776 p.b. sites 13, 14, 15 mut) 
(Figure 13C) et de quantités croissantes du vecteur d’expression peGFP-CUX 1. La 
mutation individuelle des sites # 13 et 15 dans la région de 776 p.b. du promoteur du gène 
PLZF n’influence pas de façon significative l’activité répressive de CUX1, alors qu’une 
délétion du site #14 résulte en une diminution de la capacité de CUX1 de réprimer l’activité 
transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF (Figure 13D et E). 
La triple mutation des sites # 13, 14 et 15 abolit complètement l’effet de répression médié 
par CUX1 sur la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF (Figure 13D et E). Ces 
résultats démontrent que CUX1 interagit sur le gène PLZF et réprime son activité 
transcriptionnelle.
1.3 Patron d’expression réciproque des protéines PLZF et CUX1 dans les colonocytes 
fœtaux humains normaux et dans les lignées cancéreuses colorectales humaines
Des évidences dans la littérature ont rapporté une expression altérée de CUX1 dans les 
cancers du sein (Goulet et al., 2002) et de l’utérus (Moon et al., 2002; Zeng et al., 1997). 
Le profil d’expression de CUX1 n’a jamais été déterminé dans les cellules de cancer du 
côlon chez l’humain. Les niveaux d’expression de la protéine CUX1 ont donc été établis 
dans plusieurs lignées cancéreuses colorectales humaines et ont été comparés à ceux des 
lignées de cancer d’origine différente. L’analyse de l’immunobuvardage de type Western 
montre une faible expression de l’isoforme p200CUXl dans la majorité des lignées 
d’adénocarcinomes de côlon humain (Colo205, T84, Caco2/15 et DLD-1) lorsque comparé 
au contrôle représenté par les colonocytes fœtaux humains normaux (Figure 14A). Cette 
diminution de l’expression de p200CUXl n’est toutefois pas observée dans les cellules de 
cancer du foie HepG2, dans les cellules de cancer du pancréas MIA PaCa-2 et dans les 
cellules transformées de rein 293T (Figure 14A). Ce résultat indique donc que la faible 
détection de l’isoforme p200CUXl est spécifique aux lignées d’adénocarcinomes de côlon 
humain et qu’elle n’est pas associée de façon générale à tous les types de cancer. Nous 
avons par la suite vérifié l’existence d’une corrélation potentielle entre le patron
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Figure 14 : Profil d’expression de CUX1 et PLZF dans les lignées cancéreuses 
colorectales humaines. (A) Analyse Western réalisée avec des extraits de protéines totales 
provenant de plusieurs lignées d’adénocarcinomes de côlon humain, d’une lignée de 
cellules de cancer du foie HepG2, d’une lignée de cellules de cancer du pancréas MIA 
PaCa-2, d’une lignée de cellules transformées de rein 293T et de cellules épithéliales 
isolées d’un fœtus humain sain. L’anticorps polyclonal M-222X contre CUX1 ainsi que les 
anticorps contre PLZF et l’actine ont été utilisés. (B) L’ARN total a été récolté des cellules 
de cancer du côlon Colo205, Caco2/15 et DLD-1 ainsi que des colonocytes fœtaux humains 
normaux. L’expression du messager de PLZF a été quantifiée par PCR en temps réel et 
normalisée par rapport au gène de référence TBP (TATA-binding protein). (C) Analyse par 
PCR quantitatif en temps réel sur des extraits d’ARN totaux provenant de trois populations 
stables de cellules Caco2/15 surexprimant un shARN contre le messager de CUX1 
(shCUXl) et de trois populations stables de cellules Caco2/15 contrôles (shCUXlmut). 
L’expression du messager de CUX1 a été normalisée par rapport au gène de référence [32- 
microglobuline chez l’humain (h (32mic). (D) Analyse Western effectuée avec l’anticorps 
M-222X contre CUX1 et avec celui de l’actine permettant de confirmer une diminution de 
l’expression de la protéine CUX1 dans les populations stables de cellules Caco2/15 
présentées en (C). (E) Quantification par PCR en temps réel de l’expression du messager de 
PLZF dans les populations stables de cellules Caco2/15 décrites en (C). Les valeurs 
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d’expression de la protéine PLZF et celui de la protéine CUX1 dans les lignées cancéreuses 
colorectales humaines. La protéine PLZF est fortement détectée dans la majorité des 
lignées d’adénocarcinomes de côlon humain, alors qu’elle n’est pas détectable dans le 
côlon fœtal humain sain (Figure 14A). Le même patron d’expression est également 
retrouvé au niveau du transcrit de PLZF, c’est-à-dire une faible expression de l’ARNm de 
PLZF dans les colonocytes fœtaux humains normaux et une augmentation de son 
expression dans les cellules de cancer du côlon (Figure 14B). De plus, dans les cellules de 
cancer du foie et du pancréas dans lesquelles il y a une forte expression de l’isoforme 
p200CUXl, la protéine PLZF y est faiblement détectée. Cependant, dans les cellules 293T, 
cette corrélation inverse n’est pas maintenue. Ce résultat indique donc qu’il existe un patron 
d’expression réciproque entre la protéine PLZF et la protéine CUX1 puisque la forte 
expression de PLZF corrèle bien avec les niveaux d’expression relativement plus faibles de 
CUX1 dans les différentes lignées cancéreuses colorectales humaines. L’effet d’une 
absence d’expression de CUX1 sur les niveaux d’expression du messager de PLZF dans les 
cellules de cancer du côlon humain a par la suite été vérifié. Pour ce faire, un shARN dirigé 
contre le messager de CUX1 et permettant l’abolition de l’expression de CUX1 a été utilisé. 
Trois populations stables de cellules Caco2/15 qui surexpriment un shARN contre le 
messager de CUX1 ont donc été établies ainsi que trois populations stables de cellules 
exprimant un shARN contrôle. L’efficacité du shARN a d’abord été validée par PCR 
quantitatif en temps réel. L’analyse montre une réduction de l’expression du messager de 
CUX1 de plus de 70% (P < 0.0001) dans les cellules surexprimant un shARN ciblé contre 
le messager de CUXL comparativement aux cellules, contrôles (Figure 14C). Cette 
diminution de l’expression de l’ARNm de CUX1 corrèle avec une diminution des niveaux 
d’expression de la protéine, tel que démontré par immunobuvardage de type Western 
(Figure 14D). Une analyse par PCR quantitatif en temps réel a permis de déterminer les 
niveaux d’expression du messager de PLZF dans les cellules Caco2/15 dans lesquelles 
l’expression de CUX1 a été réduite par l’utilisation d’un shARN dirigé contre le messager 
de CUXl. Le résultat montre une induction de l’expression de l’ARNm de PLZF de plus de 
2.8 fois (P < 0,05) lorsque CUX1 est diminué dans les cellules Caco2/15 (Figure 14E).
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2. Étude de l’implication du protéasome dans la production de l’isoforme pllOCUXl 
dans les cancers colorectaux
Contributions :
Isabelle Fréchette : Isabelle a réalisé toutes les expériences du second chapitre à 
l’exception de l’immunobuvardage de type Western de la figure 18B. Elle est 1er auteur sur 
la publication en préparation qui traite de l’implication du protéasome dans la production 
de pllOCUXl dans les cellules d’adénocarcinomes de côlon humain (Fréchette, I., Jones, 
C., Mongrain, S. et Boudreau, F. 2012. The involvement of the proteasome in the 
production of p l 10CUX1 in colorectal cancer cell lines.)
Sébastien Mongrain : Sébastien a fait le Western blot de la figure 18B. Le montage de 
cette figure a été effectué par Isabelle.
Des évidences dans la littérature ont rapporté un gradient d’expression de la protéine Cuxl 
selon l’axe vertical de la crypte colique chez la souris adulte. En effet, Cuxl est faiblement 
exprimé dans le noyau et le cytoplasme des cellules cryptales alors qu’il y a une 
augmentation de son expression le long de l’axe vertical avec une plus forte expression près 
de la surface épithéliale (Boudreau et al., 2002). Cependant, l’anticorps utilisé contre la 
protéine Cuxl dans cette expérience d’immunohistochimie ne permet pas de distinguer 
l’isoforme p200Cuxl de l’isoforme pllOCuxl. Des résultats antérieurs obtenus pendant ma 
maîtrise ont rappporté une expression différentielle des deux isoformes de Cuxl dans 
l’épithélium colique normal chez la souris adulte. En effet, p200Cuxl est plus fortement 
exprimée dans les cellules du haut de la crypte avec une diminution de son expression dans 
les cellules localisées dans le bas de la crypte. Au contraire, l’expression de pl lOCuxl est 
plus faible dans les cellules localisées près de la surface épithéliale avec une augmentation 
de son expression dans les cellules du fond de la crypte (Mémoire Isabelle Fréchette, 2006).
Puisque des études menées en 2002 ont rapporté une expression des isoformes p l 10CUX1 
et plOOCUXl dans les cancers de l’utérus (Moon et al., 2002) et de p75CUXl dans les 
cancers du sein (Goulet et al., 2002), mes travaux de maîtrise ont également permis de 
déterminer l’expression des différentes isoformes de CUX1 dans un contexte de 
pathologies coliques. D’abord, les souris APC/Min (Adenomatous polyposis coli/Multiple 
intestinal neoplasia) ont été utilisées, car elles ont la particularité de développer de façon 
spontanée plusieurs polypes dans l’intestin grêle et quelque peu dans le côlon par la
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présence d’une mutation dans le gène APC (Oshima et al, 1995; Moser et al., 1990). Elles 
représentent donc un bon modèle pour l’étude et l’initiation de la tumorigénèse de 
l’épithélium intestinal (Sancho et al., 2004). Une analyse Western a mis en évidence une 
expression de l’isoforme tronquée de Cuxl à 110 kDa dans les polypes coliques de souris 
APC/Min alors que la marge de résection associée n’exprimait que la forme à 200 kDa 
(Mémoire Isabelle Fréchette, 2006).
2.1 Expression des isoformes de CUX1 dans les cancers colorectaux chez l’humain
Étant donné que les polypes coliques de souris APC/Min présentent une expression 
aberrante de l’isoforme pllOCuxl et que le développement de polypes représente la 
première étape menant à la carcinogenèse colorectale, nous avons par la suite vérifié si ce 
même profil d’expression semblait se répéter dans les tumeurs de cancer du côlon chez 
l’humain. Des extraits de protéines totales provenant de 55 biopsies de cancer colorectal 
chez l’humain (biobanque de l’équipe IRSC du département d’anatomie et biologie 
cellulaire de l’Université de Sherbrooke) ont été analysés par immunobuvardage de type 
Western. Le résultat montre une augmentation de l’expression de l’isoforme pllOCUXl 
dans les tumeurs colorectales comparativement aux tissus adjacents sains dans lesquels 
pllOCUXl est faiblement détecté (Figure 15). Le graphique confirme que l’induction de 
l’expression de pllOCUXl observée dans les cancers colorectaux est significative (Figure 
15, graphique pllOCUXl). Par contre, contrairement à ce qui a été observé dans les 
polypes coliques des souris APC/Min, les tumeurs de cancer colorectal chez l ’humain 
présentent une expression différentielle de l’isoforme p200CUXl. Sur les 55 échantillons 
analysés, l’expression de la forme complète de CUX1 se trouve à la hausse dans 27 
échantillons, à la baisse dans sept échantillons et inchangée dans 21 échantillons. 
L’expression de l’isoforme p200CUXl est toutefois significativement plus élevée dans la 
majorité des biopsies (Figure 15, graphique p200CUXl). De plus, sur les 33 échantillons 
dans lesquels il y a une augmentation de l’expression de l’isoforme pllOCUXl, 
l’expression de l’isoforme p200CUXl est augmentée dans 19 échantillons, diminuée dans 
quatre échantillons et identique dans 10 échantillons. L’analyse de l’expression de 
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Figure 15 : Expression des isoformes p200CUXl et pllOCUXl dans le cancer du côlon 
chez rtium ain. Les protéines totales provenant de 55 biopsies de cancer colorectal chez 
l’humain et de la marge de résection associée ont été analysées par immunobuvardage de 
type Western. N correspond au tissu normal (marge de résection) et T représente la tumeur. 
Le graphique confirme que l’augmentation de l ’expression de l’isoforme pllOCUXl 
observée dans les tumeurs est significative. L’anticorps 861 (Alain Nepveu) a été utilisé 
pour la détection des différentes isoformes de CUX1 et l’utilisation d’un anticorps 
polyclonal contre l’actine a permis de s’assurer d’une quantité constante de protéines dans 
chacun des puits.
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Tableau 2 : Nombre d’échantillons dont l’expression des isoformes p200 et p l 10CUX1 est 
augmentée, stable ou diminuée en fonction des stades du cancer colorectal
Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 p-value
Augmente 2 12 10 7
pllOCUXl Stable 5 4 6 5 0,4642
Diminue 0 1 1 0
Augmente 3 7 7 8
p200CUXl Stable 0 4 2 1 0,5201
Diminue 4 6 8 3
[eau 3 : Nombre d’échantillons dont l’expression des isoformes p200 et 
augmentée, stable ou diminuée en fonction des grades du cancer co
pllOCUX
orectal
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 p-value
Augmente 0 21 8 2
pllOCUXl Stable 0 13 6 1 1,0000
Diminue 0 1 1 0
Augmente 0 17 6 2
p200CUXl Stable 0 4 2 1 0,5765
Diminue 0 14 7 0
Tableau 4 : Corrélation entre l’expression de l’isoforme pl 10CUX1 et la présence des 
mutations dans les tumeurs de cancer colorectal chez l’humain
pllOCUXl Augmente Stable Diminue p-value
MLH1 3 2 1 0,2686
MSH2 1 0 0 1,0000
MSH6 1 0 0 1,0000
K-ras 10 6 1 1,0000
p53 13 10 1 0,7841
Mutation P-caténine 1 0 0 1,0000
TGFPR-II 5 3 1 0,4951
APC 12 10 2 0,1667
E2F4 4 4 1 0,3093
PI3Kca 3 1 0 1,0000
B-raf 2 3 1 0,1413
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aucune corrélation (Tableaux 2 et 3). De plus, l’expression plus élevée de p l 10CUX1 dans 
les échantillons n’est pas reliée à la présence de mutation spécifique retrouvée dans le 
cancer colorectal (Tableau 4). Les mutations présentées dans le tableau 4 sont des 
informations provenant de la biobanque de l’équipe IRSC. Des réactions PCR réalisées à la 
Plateforme de séquençage et de génotypage des génomes de l’Université Laval ont permis 
d’identifier les mutations présentes dans chacune des biopsies.
2.2 Expression des isoformes de CUX1 dans les lignées d’adénocarcinomes de côlon 
humain
L’isoforme pllOCUXl étant exprimée à la hausse dans les pathologies coliques, nous 
avons déterminé le profil d’expression des différentes isoformes de CUX1 dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines. Pour ce faire, des extraits de protéines totales provenant 
de plusieurs lignées d’adénocarcinomes de côlon humain, soit les lignées DLD-1, T84, 
Colo205 et Caco2/15 ont été analysés par immunobuvardage de type Western. Ces extraits 
ont été comparés à des extraits de protéines totales provenant de cellules épithéliales 
coliques isolées de tissu normal, soit d’un fœtus humain âgé de 19 semaines, mais 
également à des extraits de protéines dérivant de cellules non cancéreuses, soit les cellules 
épithéliales intestinales de rat (IEC-6) et les cellules épithéliales intestinales chez l’humain 
(HIEC). L’analyse Western révèle que l’isoforme p200CUXl est non détectable dans la 
majorité des lignées cancéreuses colorectales humaines, sauf dans la lignée Caco2/15 où 
elle est faiblement exprimée (Figure 16). Elle est néanmoins détectable dans les 
colonocytes fœtaux humains normaux, les cellules IEC-6 et les cellules HIEC. Au 
contraire, l’isoforme pllOCUXl est exprimée dans la majorité des lignées 
d’adénocarcinomes de côlon humain alors qu’il y a absence d ’expression de cette isoforme 
dans le tissu fœtal humain sain. Dans les cellules provenant de l’intestin grêle chez le rat et 
l’humain, pllOCUXl est détectée. De plus, la faible détection de Tisoforme p200CUXl 
semble être spécifique aux lignées cancéreuses colorectales humaines puisque l’expression 
de cette isoforme est également très élevée dans la lignée de cellules transformées YAMC 
cultivées à 33 et à 39,5°C (YAMC = young adult mouse colon), qui est une lignée de 









Figure 16 : Profil d’expression des isoformes p200CUXl et pllOCUXl dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines. Une expérience d’immunobuvardage de type Western 
a été réalisée pour la détection des isoformes de CUX1 dans des extraits de protéines totales 
récoltés de cellules épithéliales de côlon d’un fœtus âgé de 19 semaines, de cellules 
épithéliales intestinales chez le rat (IEC-6), de cellules épithéliales intestinales chez 
l’humain (HIEC), de cellules transformées provenant du côlon de jeunes souris adultes 
(YAMC) et de cellules d’adénocarcinomes de côlon humain (DLD-1, T84, Colo205 et 
Caco2/15). L’anticorps polyclonal M-222X a été utilisé pour la détection des isoformes 
p200CUXl et pllOCUXl. La bande correspondant à l’isoforme p200CUXl est indiquée 
par une flèche pleine. La flèche pointillée indique la bande non spécifique (N=2).
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2.3 Effet d’un inhibiteur de la cathepsin L sur l’expression de p200CUXl et p l 10CUX1 
dans les cellules T84 et DLD-1
Les résultats décrits précédemment montrent que l’isoforme pllOCUXl est détectée dans 
les lignées cancéreuses colorectales humaines et qu’il y a une absence d’expression de cette 
isoforme dans les colonocytes fœtaux humains normaux. De plus, mes travaux de maîtrise 
ont rapporté une expression préférentielle de l’isoforme pllOCUXl dans les cellules de 
cancer du côlon chez l’humain suite à l’expression forcée de p200CUXl dans ces cellules 
(Mémoire Isabelle Fréchette, 2006). Des évidences dans la littérature ont démontré que la 
cystéine protéase cathepsin L est responsable du clivage protéolytique de p200Cuxl en 
pl lOCuxl spécifiquement dans les cellules fibroblastiques de souris NIH3T3 (Sansregret et 
ai, 2006). Nous avons donc déterminé le rôle potentiel de cette enzyme dans la production 
de Fisoforme pl 10CUX1 dans les lignées cancéreuses colorectales humaines. Pour ce faire, 
l’effet d’un inhibiteur pharmacologique de la cathepsin L, soit le z-phe-tyr-(tBu)- 
diazomethylketone (z-phe) sur l’accumulation de l’isoforme p200CUXl a été vérifié dans 
les cellules T84 et DLD-1. Ces lignées ont été sélectionnées puisque ce sont elles qui 
expriment le plus de l’isoforme pl 10CUX1 suite à la surexpression de CUX1 (Mémoire 
Isabelle Fréchette, 2006). Les cellules T84 et DLD-1 ont d ’abord été infectées avec les 
rétrovirus MSCVnéoeGFP-CUXl et comme contrôle, avec les rétrovirus vides, soit 
MSCVnéo. Les lignées stables T84 et DLD-1 ont par la suite été traitées avec des 
concentrations croissantes de z-phe pendant 72 heures et les protéines totales ont été 
récoltées et analysées par immunobuvardage de type Western. Les résultats montrent qu’il 
n’y a pas d’accumulation de l’isoforme eGFP-p200CUXl dans les cellules T84 exprimant 
de façon stable CUX1 et traitées au z-phe (Figure 17A). Dans les cellules DLD-1, une 
concentration de lxlO'5 M de z-phe mène à une faible accumulation de p200CUXl 
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Figure 17 : Effet de l’inhibiteur pharmacologique de la cathepsin L, le z-phe-tyr- 
(tBu)-diazomethylketone, sur l’accumulation de l’isoforme p200CUXl dans les 
cellules T84 et DLD-1. (A) Les cellules T84 et (B) DLD-1 qui expriment de façon stable 
risoforme p200CUXl fusionnée à la protéine de fluorescence verte GFP (eGFP- 
p200CUXl) ont été traitées avec des concentrations croissantes de z-phe-tyr-(tBu)- 
diazomethylketone pendant 72 heures. Les protéines totales ont été récoltées et soumises à 
un immunobuvardage de type Western utilisant l’anticorps polyclonal C-20 contre CUX1 et 
celui contre F actine. Les conditions ont été: 1) les cellules infectées avec le vecteur 
rétroviral vide, le MSCVnéo et 2) les cellules infectées avec le vecteur rétroviral 
MSCVnéoeGFP-CUX 1. La bande correspondant à l’isoforme p200CUXl est indiquée par 
une flèche pleine. La tête de flèche indique la bande correspondant à p200CUXl fusionnée 
à la protéine de fluorescence verte GFP (eGFP-CUXl) (N=l).
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2.4 Expression de la cathepsin L dans les lignées cancéreuses colorectales humaines
Puisque l’effet de l’inhibiteur de la cathepsin L sur l’accumulation de p200CUXl n’allait 
pas dans le même sens pour les lignées T84 et DLD-1, la question suivante a été posée: est- 
ce que cette protéase est exprimée dans les différentes lignées cancéreuses colorectales 
humaines? Le profil d’expression de la cathepsin L a donc été déterminé dans les lignées 
d’adénocarcinomes de côlon humain. L’analyse de l’immunobuvardage de type Western 
utilisant des extraits de protéines nucléaires révèle une faible expression de la cystéine 
protéase cathepsin L dans la majorité des lignées cancéreuses colorectales humaines alors 
qu’elle est fortement exprimée dans les cellules épithéliales intestinales normales de la 
crypte, soit les cellules HIEC (Figure 18A). De plus, la cathepsin L est détectée dans le 
noyau des cellules DLD-1, mais à des niveaux inférieurs à ceux retrouvés dans les cellules 
normales HIEC. Puisque la lamine B utilisée comme marqueur nucléaire dans cette 
expérience n’est pas stable d’une lignée cancéreuse colorectale humaine à une autre, nous 
avons par la suite confirmé le statut d’expression de la cathepsin L dans des extraits de 
protéines totales de cellules cancéreuses colorectales humaines à sous et à post-confluence. 
Les résultats énoncent clairement que la cathepsin L mature est effectivement faiblement 
détectée dans la majorité des lignées d’adénocarcinomes de côlon humain avec une plus 
forte expression dans les cellules HIEC (Figure 18B). Encore une fois, parmi toutes les 
lignées cancéreuses colorectales humaines, les cellules DLD-1 semblent en exprimer le 
plus. Donc, ces résultats suggèrent que la cystéine protéase cathepsin L ne semble pas être 
responsable du clivage protéolytique de p200CUXl en pl 10CUX1 spécifiquement dans les 
lignées cancéreuses colorectales humaines.
2.5 Effet des inhibiteurs du protéasome sur l’expression de l’isoforme p l 10CUX1
Puisque la cathepsin L ne semble pas être impliquée dans la production de l’isoforme 
pllOCUXl, nous avons vérifié le rôle potentiel d’autres protéases dans le clivage 
protéolytique de p200CUXl en pllOCUXl. L’effet de plusieurs inhibiteurs de protéases a 
été expérimenté et notre intérêt s’est porté sur l’inhibiteur des sous-unités à activité 
chymotrypsine et post-acidique du protéasome, soit le MG132. Les cellules cancéreuses 
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Figure 18 : Profil d’expression de la cathepsin L dans les lignées d’adénocarcinomes 
de côlon humain. (A) Les protéines nucléaires des cellules cancéreuses colorectales 
humaines et (B) les protéines totales des mêmes cellules à sous-confluence (SC) et à post­
confluence (PC) ont été récoltées et analysées par immunobuvardage de type Western (N=l 
pour (A) et (B)). Les anticorps permettant la détection de la cathepsin L, de la lamine B et 
de l’actine ont été utilisés.
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traitées avec le MG132 pendant environ 18 heures et une analyse par immunobuvardage de 
type Western a été effectuée afin de déterminer le ratio d’expression de p200CUXl et 
pllOCUXl. Les résultats obtenus ont mis en évidence une diminution de l’expression de 
l’isoforme pllOCUXl dans les cellules T84 et Caco2/15 traitées avec 25 pM de MG132 
lorsque comparé aux cellules traitées avec le DMSO (Figure 19A). Afin de déterminer si la 
diminution de l’expression de pllOCUXl suite à un traitement au MG132 est un effet 
direct du protéasome sur l’isoforme p200CUXl, les cellules T84 ont été traitées avec le 
MG132 pendant 0, 4 et 6 heures et les protéines totales ont été extraites. L’analyse de 
l’immunobuvardage de type Western montre une rapide accumulation de l’isoforme 
p200CUXl après seulement 6 heures de traitement accompagnée d’une diminution de 
l’expression de l’isoforme pllOCUXl (Figure 19B). Ce résultat suggère que l’effet du 
protéasome sur le clivage protéolytique de p200CUXl en pl 10CUX1 est direct.
Afin de renforcer l’hypothèse d’une implication possible du protéasome dans la production 
de l’isoforme pllOCUXl, l’effet d’un autre inhibiteur du protéasome, soit le bortezomib, a 
été observé sur les cellules 293T, T84 et Caco2/15. Contrairement au MG132, le 
bortezomib est plus stable et plus puissant et il lie la sous-unité à activité chymotrypsine du 
complexe protéolytique 20S avec une plus grande affinité (Konstantinopoulos et 
Papavassiliou, 2006). Les cellules 293T, T84 et Caco2/15 ont d’abord été transfectées avec 
un vecteur permettant l’expression de l’isoforme p200CUXl fusionnée à un épitope Flag à 
l’extrémité C-terminale, soit le vecteur peGFP-p200CUXl-Flag. Les cellules ont été 
traitées avec 25 pM de MG132 et 5 pM de bortezomib pendant environ 7 heures. Les 
protéines totales ont été récoltées et analysées par immunobuvardage de type Western. Les 
résultats mettent en évidence une diminution de l’expression de l’isoforme p l 10CUX1 dans 
les cellules 293T, T84 et Caco2/15 traitées au bortezomib comparativement aux cellules 
contrôles, lesquelles ont été traitées avec le DMSO (Figure 19C).
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Figure 19 : Effet de deux inhibiteurs du protéasome, le MG132 et le bortezomib, sur 
l’expression des isoformes p200CUXl et pllOCUXl. (A) Diminution de la production de 
l’isoforme pllOCUXl dans les cellules T84 et Caco2/15 traitées au MG132. Les cellules 
cancéreuses colorectales humaines T84 et Caco2/15 ont été mises en présence de 25 pM de 
MG132 pendant 18 heures. Les cellules contrôles ont été traitées avec le DMSO, solvant 
ayant été utilisé afin de dissoudre le MG132. La détection des isoformes de CUX1 a été 
effectuée suite à la migration des protéines totales récoltées sur un gel Western blot et par 
l’utilisation de l’anticorps polyclonal C-20 contre CUX1 (N=l). (B) Accumulation de 
l’isoforme p200CUXl en fonction du temps dans les cellules T84 traitées au MG132. Un 
immunobuvardage de type Western a été réalisé sur des extraits de protéines totales de 
cellules T84 traitées au MG132 pendant 4 et 6 heures. L’anticorps 861 contre la protéine 
CUX1 et celui de l’actine ont été utilisés (N=2). (C) Diminution de la production de 
pllOCUXl dans les cellules 293T, T84 et Caco2/15 traitées avec un autre inhibiteur du 
protéasome, le bortezomib. Les cellules 293T, T84 et Caco2/15 ont été transfectées de 
façon transitoire avec un vecteur permettant l’expression de CUX1 ayant un épitope Flag à 
son extrémité C-terminale. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 7 heures au MG132 
et bortezomib à une dose de 25 pM et 5 pM respectivement 12 heures suivant la 
transfection. Les protéines totales ont été récoltées et analysées par immunobuvardage de 
type Western. Pour les cellules 293T, un anticorps contre l’épitope Flag a été utilisé pour la 
détection des isoformes de CUX1 et l’anticorps 861 contre CUX1 a été employé pour les 
cellules T84 et Caco2/15. La quantification des niveaux protéiques de l’isoforme 
pllOCUXl est représentée par les graphiques de densitométrie du panneau du bas. Ils ont 
















































2.6 Localisation cellulaire du clivage protéolytique de p200CUXl en isoforme p l 10CUX1
Des évidences dans la littérature ont rapporté que le protéasome se retrouve autant dans le 
noyau que dans le cytoplasme de la cellule (Bader et a l, 2007; von Mikecz, 2006; Wôjcik 
et DeMartino, 2003). Afin de déterminer le compartiment cellulaire dans lequel a lieu le 
clivage de p200CUXl, les cellules 293T surexprimant peGFP-p200CUXl-Flag ont été 
traitées avec 25 pM de MG132 et 7,5 pM de bortezomib pendant 7 heures et les protéines 
cytoplasmiques ainsi que les protéines nucléaires ont été extraites. Les résultats de 
l’immunobuvardage de type Western montrent que p200CUXl semble être l’isoforme 
exprimée de façon préférentielle dans les extraits de protéines cytoplasmiques suivant les 
traitements (Figure 20). Cependant, une exposition plus longue du film révèle que 
l’isoforme pllOCUXl est également faiblement exprimée dans les fractions 
cytoplasmiques (résultat non montré). Les deux isoformes sont retrouvées dans les extraits 
de protéines nucléaires indiquant que p200CUXl est clivé en pl 10CUX1 dans le noyau des 
cellules 293T. De plus, un traitement des cellules 293T au MG132 et bortezomib suggère 
une diminution de l’expression de l’isoforme pllOCUXl lorsque comparé aux cellules 
traitées au DMSO (Figure 20). Ce résultat suggère donc que le clivage protéolytique de 
l’isoforme p200CUXl en isoforme p l 10CUX1 prend place dans le noyau.
2.7 Clivage in vitro de la forme murine de la protéine Cux 1
Afin de renforcer l’hypothèse d’une implication possible du protéasome 26S dans la 
production de l’isoforme pllOCUXl, une autre approche a été utilisée. Le clivage de 
p200CUXl en pllOCUXl a été vérifié par un essai in vitro. Dans un premier temps, la 
synthèse in vitro de protéines Cuxl a été réalisée à l’aide de la trousse TNT de la 
compagnie Proméga et un immunobuvardage de type Western a permis de confirmer la 
production de ces protéines in vitro (Figure 21 A). De plus, aucune autre bande n’est 
détectée à la même hauteur dans le contrôle négatif (pcDNA3.1 vide) indiquant que la 
synthèse in vitro a bien fonctionné. Ensuite, un essai d’ubiquitination a été effectué. Un 
certain volume de protéines Cux 1 provenant de la réaction TNT a donc été incubé pendant 
2 heures à 37°C en présence de fractions contenant les enzymes El, E2 et E3, de molécules 
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Figure 20 : Localisation cellulaire du clivage protéolytique de p200CUXl en isoforme 
tronquée en N-terminal de 110 kDa. Une analyse par immunobuvardage de type Western 
a été réalisée sur des extraits de protéines cytoplasmiques et nucléaires provenant de 
cellules 293T surexprimant p200CUXl fusionné à un épitope Flag en C-terminal et 
exposées à une concentration de 5 p.M de MG132 et 7,5 fiM de bortezomib pendant 7 
heures. La détection des isoformes de CUX1 a été effectuée à l’aide d’un anticorps contre 
Flag et la pureté des extraits préparés a été confirmée par l’utilisation d’un anticorps contre 
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Figure 21 : Clivage protéolytique de la forme murine de Cuxl en isoforme pllOCuxl 
in vitro. (A) Immunobuvardage de type Western confirmant la production de protéines 
Cuxl suite à la réaction de transcription et de traduction dans les réticulocytes de lapin. Le 
contrôle négatif pcDNA3.1 vide valide la spécificité de la bande détectée pour Cuxl dans 
les trois dernières pistes (N=2). (B) Le clivage de Cuxl murin en isoforme pllOCuxl est 
dépendant du protéasome et indépendant des molécules d’ubiquitines. 6 pl de protéines 
Cuxl ont été utilisées dans la réaction d’ubiquitination. Les protéines Cuxl ubiquitinées ont 
ensuite été mises en présence du protéasome 26S commercial. Un volume de 17 pl de 
chaque réaction a été déposé sur un gel Western blot et les isoformes de Cuxl ont été 
détectées à l’aide de l’anticorps polyclonal M-222X (N=2).
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protéasome 26S de cliver Cuxl en isoforme de 110 kDa et ce, dans un contexte in vitro, 
l’échantillon de protéines Cuxl ubiquitinées a été combiné à une fraction de protéasome 
26S commercial pendant 1 heure à 37°C. Les réactions ont par la suite été analysées par 
immunobuvardage de type Western. Les résultats montrent que l’ajout de protéasome 26S 
mène à la production de l’isoforme pl lOCuxl (Figure 21B, piste 2 vs piste 3 et piste 4 vs 
piste 5). De plus, l’analyse de l’immunobuvardage de type Western révèle que le 
protéasome clive Cuxl en absence ou en présence de molécules d’ubiquitines (Figure 21B, 
piste 3 vs piste 5). Ce résultat suggère que in vitro, la protéine de forme murine Cuxl est 
clivée par le protéasome 26S d’une manière ubiquitine-indépendante.
3. Étude de l’effet de l’isoforme pllOCUXl dans la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales et coliques
Contributions :
Isabelle Fréchette : Isabelle a réalisé la totalité des expériences présentées dans le 
troisième chapitre de cette thèse.
3.1 Effet de l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 sur la prolifération des 
cellules de la lignée IEC-6
Des évidences dans la littérature ont rappporté une augmentation de l’entrée en phase S des 
cellules fïbroblastiques de souris NIH3T3 suite à la surexpression de l’isoforme pl lOCuxl 
(Sansregret et al., 2006). De plus, il a été démontré précédemment que cette isoforme est 
exprimée à la hausse dans les polypes coliques de souris APC/Min, dans les tumeurs de 
cancer colorectal chez l’humain et dans la majorité des lignées d’adénocarcinomes de côlon 
humain. Le rôle potentiel de l’isoforme pl 10CUX1 dans la progression du cycle cellulaire a 
donc été étudié en condition normale et cancéreuse. Dans un premier temps, l’effet de 
CUX1 a été investigué dans un contexte de cellules normales, c’est-à-dire non cancéreuses 
par l’utilisation de la lignée de cellules épithéliales intestinales IEC-6. Les cellules EEC-6 
sont des cellules indifférenciées et prolifératives provenant de la crypte de l’intestin grêle 
chez le rat et elles ont la particularité d’être immortelles (Quaroni et a i, 1979). De plus, les 
deux isoformes de CUX1 sont exprimées dans cette lignée, soit la forme complète
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p200CUXl et la forme tronquée en N-terminal pllOCUXl (voir Figure 16). L’expression 
des deux isoformes de CUX1 a donc été abolie par l’utilisation d’un shARN dirigé contre le 
messager de CUXL Le shARN cible une région localisée en 5’ de l’ARNm de CUX1, donc 
à l’extrémité N-terminale de la protéine et puisque les isoformes p200CUXl et pl 10CUX1 
proviennent du même ARNm et que la protéine pllOCUXl est produite à partir de la 
protéine complète p200CUXl, ce shARN permet l’abolition de l’expression des deux 
isoformes de CUX1 en même temps. L’efficacité du shARN a d’abord été validée par 
analyse Western et le résultat montre une diminution de l’expression de p200CUXl 
d’environ 75% dans les trois populations de cellules IEC-6 qui surexpriment un shARN 
dirigé contre le messager de CUXl (shCUXl) comparativement aux cellules DEC-6 
contrôles (shCUXlmut) (Figure 22A). Un essai de prolifération cellulaire a par la suite été 
effectué par décompte cellulaire. Un nombre de 100 000 cellules ont été ensemencées au 
jour 0 et les cellules ont été comptées à tous les jours pendant une cinétique de sept jours. 
Le graphique de la courbe de croissance des cellules DEC-6 shCUXl et contrôles montre un 
ralentissement significatif du rythme prolifératif en fonction du temps des cellules IEC-6 
surexprimant un shARN dirigé contre le messager de CUX1 en comparant aux cellules 
contrôles (Figure 22B). La coloration des cellules en suspension au trypan bleu permettant 
une mesure de la viabilité des cellules n’a montré aucune évidence de mort cellulaire 
anormale.
3.2 Effet de l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 sur la prolifération des 
cellules cancéreuses colorectales humaines T84 et DLD-1
Dans un deuxième temps, puisqu’une diminution de l’expression des isoformes de CUX1 
semblait mener à une réduction de la croissance des cellules épithéliales intestinales 
normales EEC-6, nous avons par la suite déterminé l’effet des isoformes de CUX1 sur le 
rythme prolifératif de cellules dans un contexte cancéreux. Pour ce faire, les lignées 
cancéreuses colorectales humaines T84 et DLD-1 ont été utilisées. Les cellules T84 et 
DLD-1 ont d’abord été infectées avec des rétrovirus shCUXl permettant l’abolition de 
l’expression des isoformes de CUX1 et avec des rétrovirus contrôles (shCUXlmut). Une 
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Figure 22 : Effet de l’abolition des isoformes p200CUXl et pllOCUXl sur la 
prolifération des cellules épithéliales intestinales IEC-6. (A) Un immunobuvardage de 
type Western a été effectué avec des extraits de protéines totales de trois populations de 
cellules IEC-6 surexprimant un shARN contre le messager de CUX1 (shCUXl) et de trois 
populations de cellules IEC-6 contrôles (shCUXlmut). La détection des isoformes de 
CUX1 a été réalisée avec l’anticorps polyclonal M-222X dirigé contre les acides aminés 
1111 à 1132 de l’extrémité C-terminale de la protéine. (B) Courbe de croissance des 
cellules IEC-6 shCUXl et contrôles. À jour 0, 100 000 cellules ont été ensemencées et elles 
ont été comptées à tous les jours pendant sept jours à l’aide du compteur Invitrogen. Le 
graphique est représentatif de trois expériences indépendantes (N=3 et tous les points ont 
été faits en triplicata).
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de l’isoforme p200CUXl dans les cellules T84 et DLD-1 qui surexpriment un shARN 
dirigé contre le messager de CUX1 comparativement aux cellules contrôles (Figure 23A). 
Un essai de prolifération cellulaire a ensuite été réalisé suite à l’ensemencement des 
cellules à une densité de 60 000 cellules à jour 0. Les cellules ont été comptées à tous les 
jours pendant une cinétique de plusieurs jours. Les courbes de prolifération des cellules T84 
(Figure 23B) et DLD-1 (Figure 23C) shCUXl et contrôles montrent un ralentissement 
modeste de la croissance cellulaire des cellules dont l’expression des isoformes de CUX1 a 
été supprimée par un shARN ciblé contre l’ARNm de CUX1 comparativement aux cellules 
contrôles. Cette petite diminution est toutefois significative, elle est plus importante chez 
les cellules T84 et elle n’est pas associée à une augmentation de l’apoptose telle 
qu’investiguée par coloration des cellules au trypan bleu.
3.3 Capacité des cellules de la lignée DLD-1 de croître en absence d’ancrage suite à 
l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1
Puisque l’abolition de l’expression de p200CUXl et pllOCUXl semblait avoir un petit 
effet sur la prolifération des cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1, nous avons 
par la suite vérifié la capacité de ces cellules à croître en indépendance d’ancrage. Un essai 
de croissance en agarose mou a donc été réalisé. Pour ce faire, 5 000 cellules DLD-1 
surexprimant un shARN dirigé contre le messager de CUX1 (shCUXl) et cellules DLD-1 
contrôles (shCUXlmut) ont été ensemencées dans un mélange d’agarose 1,4%/DMEM 2X 
afin d’obtenir une concentration finale en agarose de 0,7% et les cellules ont été incubées à 
37°C pendant deux semaines. Les colonies formées ont été visualisées à l’aide d’une 
coloration au MTT 10X. L’analyse du graphique révèle que la perte d’expression des 
isoformes de CUX1 dans les cellules DLD-1 ne mène pas à une diminution du nombre de 
colonies formées en absence d’ancrage (Figure 24). Il n’y a également aucun changement 
dans la taille des colonies formées par les cellules DLD-1 en absence des isoformes de 
CUX1 (résultat non montré).
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Figure 23 : Effet de la suppression des isoformes de CUX1 sur le rythme prolifératif 
des cellules cancéreuses colorectales humaines T84 et DLD-1. (A) Un
immunobuvardage de type Western a été fait avec des extraits de protéines totales de 
cellules T84 et DLD-1 surexprimant un shARN contre le messager de CUX1 (shCUXl) et 
de cellules contrôles (shCUXlmut). L’anticorps M-222X reconnaissant l’épitope 
correspondant aux acides aminés 1111 à 1132 de l’extrémité C-terminale a été utilisé pour 
la détection des isoformes de CUXl. Courbe de prolifération des cellules (B) T84 et (C) 
DLD-1 shCUXl et shCUXlmut. Une cinétique de prolifération cellulaire a été effectuée 
suite à l’ensemencement de 60 000 cellules T84 et DLD-1 shCUXl et shCUXlmut à jour
0. Les cellules ont été comptées à tous les jours pendant plusieurs jours et une coloration 
des cellules au trypan bleu a permis une mesure de la viabilité des cellules (T84 : N=1 et 
tous les points ont été faits en triplicata ; DLD-1 : N=3 et tous les points ont été faits en 
triplicata).
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Figure 24 : Capacité des cellules DLD-1 à croître en indépendance d’ancrage suite à 
l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1. Les cellules DLD-1 infectées par des 
rétrovirus shCUXl et shCUXlmut (contrôle) ont été ensemencées dans de l’agarose 1,4% 
mélangé à du milieu DMEM 2X. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant deux 
semaines et les colonies ont été colorées avec du MTT 10X afin de compter le nombre de 
colonies formées et de mesurer leur taille (N=l et chaque condition a été réalisée en 
triplicata).
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3.4 Effet de la surexpression de l’isoforme pl lOCuxl sur la prolifération des cellules de la 
lignée IEC-6
Une expérience préliminaire réalisée à la maîtrise a permis d’explorer le rôle de CUX1 dans 
la prolifération de l’épithélium colique. En effet, l’isoforme p200CUXl a été surexprimée 
par infection rétrovirale dans les cellules de la lignée Caco2/15. Un essai de prolifération 
cellulaire a révélé une augmentation significative du rythme prolifératif des cellules 
Caco2/15 qui surexpriment p200CUXl accompagnée d’une induction de l’expression de 
l’isoforme pllOCUXl (Mémoire Isabelle Fréchette, 2006). Donc, l’augmentation de la 
prolifération observée suite à la surexpression de CUX1 dans les cellules Caco2/15 était 
causée par une expression plus élevée de l’isoforme pllOCUXl. De plus, des évidences 
dans la littérature ont suggéré que cette isoforme pouvait agir à titre d’oncogène (pour une 
revue, Nepveu, 2001). Par conséquent, le rôle potentiel de l ’isoforme pllOCUXl a été 
investigué dans la prolifération des cellules épithéliales intestinales et coliques. L’effet de 
pllOCUXl a d’abord été vérifié en condition normale, soit dans les cellules IEC-6. Les 
cellules IEC-6 ont donc été infectées avec des lenti virus pllOCuxl 
(pllOCuxlmurin/plenti6V5/Adapteur) et des lentivirus vides (plenti6V5vide; contrôle). La 
surexpression de l’isoforme pl lOCuxl a d’abord été validée par immunobuvardage de type 
Western. Le résultat confirme l’établissement de trois populations stables de cellules IEC-6 
qui surexpriment pllOCuxl et de.trois populations stables de cellules IEC-6 contenant le 
vecteur vide (Figure 25A). L’effet de l’isoforme pl lOCuxl sur le comportement prolifératif 
des cellules IEC-6 a par la suite été mesuré par un essai de prolifération cellulaire. Pour ce 
faire, un nombre de 30 000 cellules a été ensemencé à jour 0 lesquelles ont été comptées à 
tous les jours pendant une cinétique de quatre jours. Le graphique de la courbe de 
croissance des cellules IEC-6 pl lOCuxl/plenti et contrôles montre que la vitesse de 
prolifération des cellules IEC-6 surexprimant l’isoforme pllOCuxl n’est pas augmentée 
comparativement aux cellules contrôles (Figure 25B).
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Figure 25 : Effet de l’expression forcée de l’isoforme pllOCuxl sur la vitesse de 
prolifération des cellules épithéliales intestinales IEC-6. (A) Un immunobuvardage de 
type Western a été effectué avec des extraits de protéines totales de trois populations stables 
de cellules BEC-6 surexprimant pl lOCuxl (pl 10Cuxlmurin/plenti6V5/Adapteur) et de trois 
populations stables de cellules IEC-6 contrôles (plenti6V5vide). L’anticorps M-222X de 
lapin permettant la détection des isoformes de CUX1 a été utilisé. (B) Courbe de croissance 
des cellules IEC-6 pl lOCuxl/plenti et contrôles. 30 000 cellules ont été ensemencées à jour 
0 et elles ont été comptées à tous les jours pendant plusieurs jours avec le compteur 
Invitrogen. La mesure de la viabilité des cellules a été réalisée suite à la coloration des 
cellules au trypan bleu. Le graphique est représentatif de trois expériences indépendantes 
(N=3 et tous les points ont été faits en triplicata).
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3.5 Effet de la surexpression de l’isoforme pl lOCuxl sur la prolifération des cellules 
cancéreuses colorectales humaines DLD-1
Puisque la surexpression de pllOCuxl semblait ne pas modifier le rythme prolifératif des 
cellules normales IEC-6, nous avons par la suite investigué l’effet de cette isoforme dans la 
prolifération de cellules cancéreuses de côlon humain, soit les cellules DLD-1. L’isoforme 
pllOCuxl a donc été surexprimée dans les cellules DLD-1 par infection lentivirale. Une 
analyse Western a d’abord été effectuée afin de confirmer la surexpression de l’isoforme 
pllOCuxl dans les cellules DLD-1 pll0Cuxlmurin/plenti6V5/Adapteur par rapport aux 
cellules contrôles (plenti6V5vide) (Figure 26A). Un test de prolifération cellulaire a été 
effectué suite à l’ensemencement des cellules à une densité de 60 000 cellules à jour 0. Un 
décompte du nombre de cellules a été ensuite réalisé à tous les jours sur une période de sept 
jours. La courbe de prolifération illustre bien que la surexpression de l’isoforme pl lOCuxl 
n’accélère pas le rythme prolifératif dès cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1 
(Figure 26B).
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Figure 26 : Effet de la surexpression de l’isoforme pllOCuxl sur le comportement 
prolifératif des cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1. (A) Un
immunobuvardage de type Western utilisant des extraits de protéines totales à jour 2 et à 
jour 4 de la cinétique de prolifération a permis de valider la surexpression de l’isoforme 
pllOCuxl dans les cellules DLD-1. L’anticorps M-222X a été utilisé pour la détection des 
isoformes de CUXL (B) Courbe de prolifération des cellules DLD-1 pllOCuxl/plenti et 
contrôles en fonction du temps. Un essai de prolifération cellulaire a été réalisé suite à 
l’ensemencement de 60 000 cellules DLD-1 pllOCuxl /plenti et plentivide à jour 0. Les 
cellules ont été comptées à tous les jours sur une période de sept jours. (N=l et tous les 
points ont été faits en triplicata).
108
Discussion
1. Le gène PLZF  est une cible du facteur de transcription CUX1 dans le contexte de 
l’épithélium intestinal
Des études antérieures ont rapporté une implication du facteur de transcription Cuxl dans 
la répression colique du gène de la sucrase-isomaltase (SI) pendant le développement chez 
la souris (Boudreau et al., 2002). Le présent travail a permis d’identifier le gène PLZF 
comme cible transcriptionnelle de Cuxl spécifiquement dans l’épithélium colique. En effet, 
les résultats de la micropuce à ADN montrent une augmentation de 10 fois des niveaux 
d’expression du messager de PLZF dans le côlon des souris invalidées pour le gène Cuxl 
comparativement à celui des souris de type sauvage. Cependant, les données du PCR 
quantitatif en temps réel révèlent que l’augmentation de l’expression de l’ARNm de PLZF 
n’est pas observée chez tous les individus et qu’elle n’est pas significative. La variabilité de 
l’induction de l’expression du messager de PLZF entre les différentes souris homozygotes 
mutantes peut s’expliquer par la production d’un hypomorphe, c’est-à-dire d’une protéine 
Cuxl dont les fonctions sont altérées. En effet, la mutation dans le domaine HD de Cuxl 
résulte en la synthèse d’une protéine tronquée à l’extrémité C-terminale dont le poids 
moléculaire est d’environ 160 kDa (Boudreau et al., 2002; Sinclair et al., 2001).
L’utilisation de la matrice MATINSPECTOR pour l’analyse de la présence de sites 
d’interaction potentiels de CUX1 avec le gène PLZF a prédit 15 sites susceptibles d’être 
liés par le facteur de transcription CUX1 à l’intérieur d’une région de 6.6 kb contenant la 
portion 5’-UTR et une région du promoteur du gène PLZF située en amont du site 
d’initiation de la transcription. Plusieurs approches ont été utilisées afin d ’investiguer le 
rôle potentiel de CUX1 dans la régulation transcriptionnelle du gène PLZF. D’abord, les 
résultats des gels de rétention montrent que CUX1 a la capacité de lier les sites #1 à 12 de 
la portion 5’-UTR et #13 à 15 de la région du promoteur du gène PLZF située en amont du 
site d’initiation de la transcription. Cependant, le profil de formation des complexes 
retardés diffèrent d’un site à un autre. En effet, pour les sites #1, 2, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13 et
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15, il y a quatre complexes retardés formés. Ceci peut se justifier par la production de 
multiples bandes correspondant à plusieurs isoformes de CUX1 provenant du vecteur 
d’expression peGFP-CUXl suite à sa transfection dans les cellules 293T. Par contre, il est 
impossible de spécifier la véritable contribution de chacune de ces isoformes dans la 
reconnaissance et la liaison de ces sites. Pour les sites #8, 9, 11 et 14, une seule bande de 
forte intensité est observée. La formation d’un seul complexe retardé suggère que la 
protéine CUX1 possède une meilleure affinité pour ces sites et ce, in vitro. De plus, les 
oligonucléotides correspondant à ces sites sont beaucoup plus longs que les autres (37 p.b. 
pour les sites #8, 9, 11 et 14 vs 24 p.b. pour les sites #1, 2, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13 et 15) 
indiquant que CUX1 fait une interaction beaucoup plus stable avec l’ADN. Enfin, le seul 
complexe retardé formé entre CUX1 et le site #3 est quelque peu différent de celui des 
autres sites (#8, 9, 11 et 14). La longue séquence de l’oligonucléotide représentant ce site 
peut inclure d’autres sites de liaison lesquels peuvent empêcher une interaction optimale de 
CUX1 avec ce site. De plus, il est à noter que le vecteur utilisé dans les essais de gel de 
rétention produit une protéine CUX1 fusionnée à la protéine de fluorescence verte GFP 
(green fluorescent protein). Le facteur de transcription CUX1 étant naturellement une 
protéine d’un poids moléculaire relativement élevé, il se peut que l’encombrement stérique 
apporté par la protéine GFP interfère avec l’activité de liaison de CUX1 à l’ADN. Des 
évidences dans la littérature ont en effet rapporté que les domaines de liaison CRI, CR2, 
CR3 et HD de CUX1 s’associent ensemble par des interactions intramoléculaires pour 
former différentes combinaisons de domaines lesquelles lient l’ADN avec une affinité et 
une cinétique bien distinctes (Moon et al., 2000).
Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de confirmer le 
recrutement de CUX1 sur certains sites de la portion 5’-UTR et de la région du promoteur 
du gène PLZF in vivo. En effet, les résultats indiquent que CUX1 a la capacité de lier les 
sites # 5 à 7 de la portion 5’-UTR et le site #15 de la région du promoteur du gène PLZF 
située en amont du site d’initiation de la transcription. La forte intensité de la bande 
correspondant à la liaison de CUX1 sur le site #15 tel que visualisée sur la photographie du 
gel d’agarose peut s’expliquer par la présence des sites #13 et 14 près du site #15. La 
proximité de ces sites contribue peut-être à la forte liaison de CUX1 sur le site #15.
110
L’interaction fonctionnelle du facteur de transcription CUX1 avec le gène PLZF a été par la 
suite démontrée par des expériences de transcription. Les résultats des essais luciférases 
montrent une diminution de deux fois de l’activité transcriptionnelle de la portion de 3 kb 
5’-UTR du gène PLZF par les protéines CUX1 de forme humaine et murine dans les 
cellules 293T. Cette portion contient huit sites de liaison pour CUX1 et une analyse de la 
séquence du gène PLZF (National Center for Biotechnology Information (NCBI); numéro 
d’accès: AF060568) montre qu’elle est localisée dans la région non traduite de l’extrémité 
5’ (5’-UTR: untranslated région). La présence de plusieurs sites de liaison de CUX1 dans 
la portion de 3 kb 5’-UTR du gène PLZF est étonnante puisque la région non traduite à 
l’extrémité 5’ contient des éléments impliqués dans le contrôle de la traduction de l’ARNm. 
En effet, l’efficacité de la traduction dépend du contenu GC de la région 5’-UTR, de sa 
longueur et de la présence potentielle d’autres sites d’initiation de la traduction en amont 
(Pickering et Willis, 2005; Meijer et Thomas, 2002). Plusieurs évidences dans la littérature 
ont démontré que là région non traduite à l’extrémité 5’ contient certains éléments qui 
jouent un rôle dans le contrôle de la transcription des gènes (Hu et al., 2008; Ibla et al., 
2006; Burkhardt et al., 2005; Lee et al., 2005; Lu et al., 2005). En effet, Hu et 
collaborateurs ont rapporté la présence d’un élément répresseur dans la région 5’-UTR du 
gène Unc5c qui code pour le récepteur netrin. Les auteurs ont également démontré une 
implication de cet élément répresseur dans la régulation négative de l’expression du gène 
Unc5c par le facteur Rhox5 dans les cellules de Sertoli (Hu et al., 2008). Le mécanisme 
exact utilisé par CUX1 pour inhiber l’activité transcriptionnelle du gène PLZF via la région 
5’-UTR demeure inconnu à ce jour. Notre hypothèse est que CUX1 formerait une barrière 
physique en se liant aux différents sites localisés dans la région 5’-UTR du gène PLZF 
bloquant ainsi le passage de la machinerie transcriptionnelle de base. Il en résulterait donc 
une diminution de la synthèse de l’ARNm et, par conséquent, de la protéine PLZF. Une 
autre hypothèse est que CUX1 empêcherait des activateurs de la transcription de se lier sur 
des sites dans la région 3 kb 5’-UTR du gène PLZF. En effet, CUX1 peut non seulement 
réprimer la transcription des gènes cibles de façon active, mais également de façon passive 
en compétitionnant avec des régulateurs positifs de la transcription pour l’occupation de la 
chromatine (Mailly et al., 1996). Une analyse approfondie de la séquence du gène PLZF 
indique la présence de plusieurs sites de liaison pour le facteur de transcription activateur
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GATA localisés à proximité des sites de liaison de CUX1 dans la région 3 kb 5’-UTR. De 
plus, Boudreau et collaborateurs ont rapporté que CUX1 compétitionne avec G ATA4 dans 
la répression du gène de la sucrase-isomaltase dans le côlon (Boudreau et al., 2002).
Des essais luciférases ont également rapporté un effet de CUX1 sur l’activité 
transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. Les résultats 
montrent que des quantités croissantes de CUX1 mènent à une réduction maximale de deux 
fois de l’activité transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. De 
plus, la triple mutation des sites #13, 14 et 15 résulte en l’incapacité de CUX1 de réprimer 
l’activité transcriptionnelle de cette région confirmant l’importance de ses sites dans la 
régulation de la transcription du gène PLZF dépendante de CUXl. D est à noter que le 
vecteur d’expression de CUX1 humain utilisé dans les essais de co-transfection mène à la 
production de deux isoformes principales, soit p200CUXl et pllOCUXl. Il serait alors 
pertinent d’identifier l’isoforme responsable de la régulation négative de l’activité 
transcriptionnelle du gène PLZF par la surexpression d’un mutant non clivable de CUX1 et 
par la surexpression de l’isoforme p l 10CUX1.
Une analyse du profil d’expression des protéines CUX1 et PLZF dans plusieurs lignées 
cancéreuses colorectales humaines et dans les colonocytes isolés de tissu fœtal humain sain 
a permis d’établir l’existence d’un patron d’expression réciproque entre les cellules qui 
expriment CUX1 et celles qui expriment PLZF. Les résultats de l’analyse Western montre 
une faible expression de l’isoforme p200CUXl dans la majorité des cellules de cancer du 
côlon et une forte expression dans les colonocytes fœtaux humains normaux. Cette faible 
détection de l’isoforme p200CUXl est spécifique aux lignées d’adénocarcinomes de côlon 
humain puisque p200CUXl est fortement détectée dans d’autres lignées cancéreuses, soit la 
lignée de cellules de cancer du foie HepG2, la lignée de cellules de cancer du pancréas 
MIA PaCa-2 et la lignée de cellules transformées de reins 293T. De plus, la détection de 
CUX1 dans le côlon fœtal humain sain corrobore un résultat de la littérature démontrant 
une expression restreinte de Cuxl dans l’épithélium de l’iléon et du côlon proximal chez la 
souris adulte (Boudreau et ai, 2002). À l’inverse, PLZF est fortement exprimé dans la 
majorité des lignées cancéreuses colorectales humaines, alors qu’elle n’est pas détectée
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dans le tissu fœtal humain sain. Cependant, l’absence d’expression de PLZF dans les 
colonocytes isolés de côlon fœtal humain sain ne signifie pas que cette protéine n’est pas 
exprimée dans une sous-population de cellules cryptales, soit les cellules souches. En effet, 
la méthode employée pour recueillir les cellules de l’épithélium colique, soit la technique 
du matrisperse, n’a peut-être pas conduit au détachement complet des cellules ancrées au 
fond des cryptes. L’expression négative de PLZF corrèle également avec les niveaux 
d’expression relativement élevés de CUX1 dans les autres cellules cancéreuses, soit les 
HepG2 et les MIA PaCa-2, sauf dans les cellules transformées de reins 293T. Ceci indique 
donc que d’autres mécanismes sont impliqués dans la régulation négative de l’expression 
de PLZF dépendante de CUX1 dans les cellules transformées. Enfin, l’abolition de 
l’expression de CUX1 dans les cellules Caco2/15 par l’utilisation d’un shARN menant à 
une augmentation de l’expression du messager de PLZF confirme que le gène PLZF est une 
cible transcriptionnelle du facteur de transcription CUX1 spécifiquement dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines.
Ces études ont démontré que le gène PLZF est une cible transcriptionnelle du facteur de 
transcription CUX1 et mènent vraisemblablement à investiguer l’importance du lien 
moléculaire entre CUX1 et PLZF non seulement au niveau de l’épithélium intestinal, mais 
également dans d’autres tissus. Des études effectuées dans notre laboratoire ont récemment 
élucidées le rôle de la protéine PLZF dans les cellules de cancer du côlon chez l’humain. 
En effet, Jones et collaborateurs ont identifié une nouvelle isoforme de la protéine PLZF, 
soit p65PLZF, produite à partir d’un second site d’initiation de la transcription et localisée 
au niveau du cytosquelette. Les auteurs ont également rapporté qu’une réduction de 
l’expression de p65PLZF suite à la transfection stable d’un shARN dans différentes cellules 
cancéreuses colorectales humaines conduit à une diminution de la prolifération cellulaire, à 
un accroissement du nombre de cellules en suspension, à une augmentation de l’apoptose et 
à une réduction de la capacité des cellules de croître en indépendance d’ancrage et de 
former des tumeurs chez les souris nues (Jones et al., 2012, en révision). À la lumière de 
ces résultats et ayant démontré que l’isoforme pl 10CUX1 est exprimée à la hausse dans les 
tumeurs de cancer colorectal chez l’humain, il serait pertinent de déterminer le profil 
d’expression de l’isoforme p65PLZF dans les mêmes tumeurs afin d’établir un nouveau
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lien moléculaire entre CUX1 et PLZF spécifiquement dans les cancers colorectaux chez 
l’humain. Originalement, la protéine PLZF a été découverte comme protéine de fusion avec 
le récepteur de l’acide rétinoïque a RARa dans une forme de leucémie promyélocytique 
aiguë (APL) (Chen et al., 1993; Costoya et Pandolfi, 2001). Des études ont démontré que le 
gène humain CUX1 est localisé sur le chromosome 7, au niveau de la bande 22 (7q22), une 
région fréquemment délétée dans les pathologies myéloïdes et ont suggéré que CUX1 est un 
gène suppresseur de tumeurs et que la perte de son expression mène à la génération et/ou à 
la progression des pathologies myéloïdes (Johnson et al., 1996; Lewis et al., 1996; Fischer 
et al., 1997; Liang et al., 1998; Tosi et al., 1999). De plus, les souris transgéniques qui 
surexpriment spécifiquement l’isoforme p75Cwcl dans les cellules épithéliales des glandes 
mammaires succombent d’une maladie myéloproliférative ressemblant à la leucémie 
myéloïde (Cadieux et ai, 2006). La démonstration que le gène PLZF est une cible directe 
de l’action répressive du facteur de transcription CUX1 représente donc une avenue 
intéressante à explorer afin d’investiguer la conséquence de l ’interaction moléculaire entre 
CUX1 et PLZF spécifiquement dans la progression de la leucémie. Des études ont 
également démontré une implication de PLZF dans d’autres processus, soit dans 
l’hématopoïèse et dans la spermatogenèse. Dans le système hématopoïétique, il a été 
rapporté que le messager de PLZF est exprimé à des niveaux plus élevés dans les cellules 
progénitrices myéloïdes et lymphoïdes multipotentes, alors qu’une diminution progressive 
est observée au fur et à mesure que les cellules se différencient (Reid et al., 1995). Dans les 
testicules chez la souris, l’expression de Plzf est restreinte aux cellules souches 
spermatogoniales (les spermatogonies) et Plzf joue un rôle crucial dans le maintien de l’état 
indifférencié de ces cellules. En effet, les mâles déficients pour la protéine Plzf sont 
infertiles et les testicules sont beaucoup plus petits que ceux des souris de type sauvage 
(Buass et al., 2004; Costoya et al., 2004). Des études ont également rapporté une 
augmentation de l’ARNm de PLZF lors de la différenciation des ostéoblastes (Ikeda et al., 
2005). De plus, les souris invalidées pour le gène Cuxl présentent des défauts au niveau de 
la lymphopoïèse et de la myélopoïèse et les mâles sont infertiles (Luong et al., 2002; 
Sinclair et al., 2001). En effet, il y a une diminution du nombre de cellules B dans la moelle 
osseuse et du nombre de cellules T dans le thymus et un accroissement du nombre de 
cellules myéloïdes dans la moelle osseuse, la rate et le sang périphérique chez les souris
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homozygotes mutantes (Sinclair et al., 2001). Toutes ces évidences de la littérature 
montrent que CUXl et PLZF jouent des rôles importants dans l’hématopoïèse et dans la 
spermatogenèse. Par l’utilisation du modèle murin déficient pour la protéine Cuxl, il serait 
donc pertinent de déterminer les niveaux d’expression du messager de Plzf dans la moelle 
osseuse, le thymus et les testicules afin de renforcer la corrélation existant entre Plzf et 
Cuxl.
2. Le protéasome est impliqué dans la production de l’isoforme pllOCUXl dans les 
lignées d’adénocarcinomes de côlon humain
Des résultats antérieurs ont rapporté une expression différentielle des isoformes de Cuxl 
selon l’axe radial de la crypte normale chez la souris adulte. L’isoforme p200Cuxl est 
exprimée à la hausse dans les cellules du haut de la crypte avec une diminution de son 
expression dans les cellules retrouvées dans le fond de la crypte. À l’inverse, l’expression 
de l’isoforme pllOCuxl est plus faible dans les cellules du compartiment du haut de la 
crypte alors que son expression est à la hausse dans les cellules localisées au bas de la 
crypte. De plus, l’expression de l’isoforme pllOCuxl est induite dans les polypes coliques 
de souris APC/Min comparativement à la marge de résection associée (Mémoire Isabelle 
Fréchette, 2006). L’analyse de l’expression des isoformes de CUX1 dans les tissus de 
cancer colorectal chez l ’humain a permis d’approfondir le lien entre expression de CUX1 et 
pathologies coliques. En effet, il n’y a aucune évidence à ce jour qui a rapporté une 
implication potentielle de CUX1 spécifiquement dans le cancer colorectal. Certaines études 
ont cependant démontré une expression plus élevée des isoformes pllOCUXl et 
plOOCUXl dans les cancers de l’utérus (Moon et al, 2002) et de p75CUXl dans les 
cancers du sein (Goulet et al., 2002). Une analyse Western a permis de mettre en évidence 
une augmentation de l’expression de l’isoforme pllOCUXl dans les tumeurs colorectales 
chez l’humain comparativement au tissu adjacent sain et ce, de manière significative. Les 
résultats montrent également que l’expression de l’isoforme p200CUXl est augmentée 
dans 27 des 55 échantillons analysés, diminuée dans sept échantillons et semblable dans 21 
échantillons. La variabilité d’expression de l’isoforme p200CUXl d’un échantillon à un 
autre n’est pas surprenante puisque Moon et collaborateurs ont observé la même tendance
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dans les tumeurs de cancer de l’utérus. En effet, sur 16 échantillons à l’étude, l’expression 
de la protéine p200CUXl est à la hausse dans neuf échantillons, à la baisse dans six 
échantillons et comparable dans un échantillon (Moon et al., 2002). De plus, 
l’augmentation de l’expression de l’isoforme pllOCUXl dans les tumeurs de cancer 
colorectal n’est pas associée, dans la majorité des cas, à une diminution de l’expression de 
l’isoforme p200CUXl. En effet, sur les 37 échantillons montrant une expression à la hausse 
de pllOCUXl, seulement quatre échantillons présentent une expression à la baisse de 
p200CUXl, alors que dans 19 échantillons, il y a une augmentation significative de 
l’expression de l’isoforme p200CUXl. Les résultats montrent également qu’il n’y a aucune 
corrélation entre l’expression des isoformes p200 et/ou pl 10CUX1 et le stade et/ou le grade 
du cancer. Ce résultat indique donc que l’augmentation de l’expression de l’isoforme 
pllOCUXl n’est pas associée à un stade et/ou grade spécifique, mais que c’est un 
phénomène observé de façon générale dans le cancer colorectal chez l’humain. 
L’expression plus élevée de l’isoforme pllOCUXl dans les tumeurs de cancer colorectal 
n’est également pas reliée à la présence de mutations. Même si une plus grande proportion 
d’échantillons dans lesquels il y a une augmentation de l’expression de p l 10CUX1 présente 
des mutations dans k-ras (10 échantillons/33) ou TP53 (13/33) ou APC (12/33), cette 
corrélation n’est toutefois pas significative. Donc, l’expression plus élevée de pllOCUXl 
dans les biopsies de cancer du côlon n’est pas dépendante de la présence de mutations dans 
les gènes APC, k-ras et TP53 lesquels sont impliqués dans la voie d’instabilité 
chromosomique du modèle de carcinogenèse colorectale de Fearon et Vogelstein.
Le présent travail a également permis de déterminer le patron d’expression des différentes 
isoformes de CUX1 dans les lignées cancéreuses colorectales humaines. Les résultats de 
l’analyse Western montrent une absence d’expression de l’isoforme p200CUXl dans la 
majorité des lignées cancéreuses colorectales humaines, excepté dans la lignée Caco2/15 où 
elle est faiblement exprimée. L’isoforme pllOCUXl, quant à elle, est pour le moins 
détectée dans la plupart des cellules de cancer du côlon chez l’humain. La faible détection 
de l’isoforme p200CUXl dans les cellules Caco2/15 peut se justifier par la nature de la 
lignée. En effet, les cellules de cette lignée sont les seules à présenter la particularité d’être 
prolifératives à sous-confluence et d’entamer un processus de différenciation à l’atteinte de
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la confluence (Beaulieu et Quaroni, 1991). Il est donc possible que l’expression de CIJX1 
dans cette lignée varie en fonction de la confluence des cellules.
Puisqu’il n’existe pas de cellules normales dérivées de côlon humain pouvant être 
maintenues en culture, les cellules cancéreuses ont été comparées à des colonocytes isolés 
de tissu fœtal humain sain et à deux lignées normales de cellules épithéliales de l’intestin 
grêle, soit les cellules IEC-6 et HIEC. En condition normale, c’est-à-dire dans les trois 
types de cellules, l’expression de l’isoforme p200CUXl est plus élevée comparativement 
aux cellules cancéreuses. Cependant, le profil d’expression des isoformes de CUX1 est 
quelque peu différent entre ces trois types de cellules normales. En effet, l’expression de 
p200CUXl est plus faible dans les cellules épithéliales de côlon fœtal humain sain et dans 
les cellules HIEC lorsque comparé aux cellules IEC-6. De plus, F isoforme pllOCUXl est 
non détectée dans les colonocytes fœtaux humains normaux, faiblement détectée dans les 
cellules HIEC et détectée à des niveaux plus élevés dans les cellules IEC-6 
comparativement aux cellules de côlon fœtal humain sain et aux cellules HIEC (Figure 16). 
Dans un premier temps, il est important de préciser que les cellules de fœtus et les cellules 
HIEC sont des cellules humaines, alors que les cellules EEC-6 sont des cellules de rat. De 
plus, les cellules fœtales sont isolées du côlon tandis que les cellules IEC-6 et HIEC 
proviennent de l’iléon de l’intestin grêle. Donc, les différences dans l’expression des 
isoformes de CUX1 entre ces trois types de cellules peuvent être espèce-dépendante et/ou 
segment-dépendant. Dans un deuxième temps, l’absence d’expression de l’isoforme 
pllOCUXl dans les cellules épithéliales de côlon fœtal humain peut s’expliquer de 
différentes façons. D’abord, la méthode employée pour la récolte des colonocytes, soit 
l’utilisation du matrisperse qui est une solution permettant la dissociation de façon non 
enzymatique des cellules épithéliales, n’a peut-être pas conduit au détachement complet des 
cellules ancrées au fond des cryptes. D’un autre côté, l’expression de pllOCUXl s’accroit 
peut-être en fonction du développement. En effet, les cellules HIEC et les cellules de côlon 
fœtal humain normal sont toutes deux des cellules provenant de fœtus âgés de 18 (Perreault 
et Beaulieu, 1996) et de 19 semaines respectivement. De plus, il a été rappporté que les 
niveaux d’expression du messager de CUX1 dans les colonocytes augmentent en fonction 
de l’âge du fœtus (Mémoire Isabelle Fréchette, 2006). L’expression plus élevée de
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F isoforme pllOCUXl dans les cellules IEC-6 vient appuyer cette hypothèse puisque ce 
sont des cellules d’iléon de rat adulte alors que les cellules HIEC sont des cellules d’iléon 
fœtal dans lesquelles l’expression de pl 10CUX1 est plus faible.
Le statut d’expression de l’isoforme p200CUXl dans les lignées cancéreuses colorectales 
humaines a également été comparé à celui d’une autre lignée de cellules transformées, soit 
la lignée YAMC. En effet, l’expression de l’isoforme p200Cuxl est très élevée dans les 
cellules YAMC, suggérant que l’absence d’expression de cette isoforme est propre aux 
cellules cancéreuses de côlon humain. Les cellules YAMC ont la particularité de 
surexprimer de façon constitutive l’antigène T de SV40 dans lequel il y a une mutation 
sensible à la température (tsA58) sous le contrôle du promoteur inductible à l’interféron y 
(INFy) H-2kb. À la température permissive de 33°C et en présence d’INFy, l’antigène T de 
SV40 est actif et les cellules prolifèrent rapidement. Par contre, à la température non 
permissive de 39,5°C, les cellules se détachent et meurent à l’intérieur d’une période de 
sept jours et ce, même en présence d’INFy (Whitehead et al., 1993). L’analyse de 
l’expression de l’isoforme pllOCuxl dans les cellules YAMC cultivées à des températures 
de 33°C et de 39,5°C a permis d’établir un lien entre expression de l’isoforme p l 10CUX1 
et prolifération des cellules de l’épithélium colique. En effet, pllOCuxl est exprimée dans 
les cellules YAMC prolifératives, alors qu’elle n’est plus détectée lorsque les cellules sont 
cultivées à 39,5 °C, température permettant un arrêt de la croissance cellulaire. Cette 
observation est intéressante, puisqu’il y a également expression de l’isoforme tronquée en 
N-terminal de 110 kDa dans les lignées d’adénocarcinomes de côlon humain, lesquelles 
sont des cellules hyperprolifératives.
L’expression plus élevée de l’isoforme pllOCuxl dans les polypes coliques de souris 
APC/Min, dans les tissus de cancers colorectaux chez l’humain de même que dans 
plusieurs lignées d’adénocarcinomes de côlon humain nous a permis d’identifier un 
nouveau mécanisme intracellulaire impliqué dans la production de l’isoforme pllOCUXl 
spécifiquement dans les cancers colorectaux. Des travaux publiés par Goulet et 
collaborateurs ont démontré que la cystéine protéase cathepsin L a la capacité de 
transloquer au noyau et de processer l’isoforme p200Cuxl en trois sites bien précis pour
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produire l’isoforme pllOCuxl spécifiquement dans les fibroblastes de souris NIH3T3 
(Goulet et al., 2004). Toutefois, les résultats de l’immunobuvardage de type Western suite 
aux traitements des cellules T84 et DLD-1 avec l’inhibiteur pharmacologique de la 
cathepsin L, soit le z-phe-tyr-(tBu)-diazomethylketone (z-phe), montrent une accumulation 
subtile de l’isoforme p200CUXl au détriment de pllOCUXl dans les cellules DLD-1. De 
plus, dans les cellules T84, il n’y a pas d’accumulation de l’isoforme p200CUXl. Une 
analyse du patron d’expression de la cathepsin L dans plusieurs lignées cancéreuses 
colorectales humaines révèle une faible expression de cette protéase dans le noyau de la 
majorité des cellules de cancer du côlon. Par contre, la cathepsin L est faiblement détectée 
dans le noyau des cellules DLD-1, mais à des niveaux inférieurs à ceux retrouvés dans les 
cellules normales HIEC. L’expression de la cathepsin L dans les cellules DLD-1 permet de 
justifier la faible accumulation de l’isoforme p200CUXl dans ces cellules suite au 
traitement avec l’inhibiteur de la cathepsin L.
Le traitement des cellules T84 et Caco2/15 avec un inhibiteur du protéasome, soit le 
MG132, a permis d’identifier le protéasome comme étant une protéase responsable de la 
protéolyse limitée de l’isoforme p200CUXl dans les lignées cancéreuses colorectales 
humaines. En effet, l’expression de l’isoforme pllOCUXl est diminuée dans les cellules 
T84 et Caco2/15 traitées au MG132, alors que d’autres inhibiteurs de protéases, soit 
l’EDTA (inhibiteur des métalloprotéases), l’EST (inhibiteur des cystéines protéases et des 
calpaïnes) et la calpeptine (inhibiteur des cystéines protéases et des calpaïnes I et II), n’ont 
pas d’effet sur les niveaux d’expression de pllOCUXl (résultat non montré). De façon 
générale, le protéasome joue un rôle dans la destruction complète des protéines liées par 
plusieurs molécules d’ubiquitines. Cependant, il peut également être impliqué dans un autre 
processus, soit la protéolyse limitée, qui consiste en la dégradation partielle d’une protéine 
menant à la génération d’une forme écourtée dont les activités et la localisation cellulaires 
peuvent être altérées (Rape et Jentsch, 2002). Dans notre cas, la protéolyse limitée de 
l’isoforme p200CUXl en isoforme pllOCUXl enlève l’extrémité N-terminale de la 
protéine et laisse l’extrémité C-terminale intacte puisqu’un anticorps dirigé contre l’épitope 
Flag (localisé à l’extrémité C-terminale de la protéine CUX1) permet la détection de 
l’isoforme pllOCUXl dans les cellules 293T, T84 et Caco2/15 (Figure 19 et résultat non
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montré pour les cellules T84 et Caco2/15). Plusieurs protéines dans la littérature ont été 
répertoriées comme étant la cible de la protéolyse limitée catalysée par le protéasome, soit 
le facteur de transcription NF-kB (Palombella et al., 1994), la protéine de liaison à boîte Y, 
YB-1 (Sorokin et al., 2005), les facteurs d’initiation de la traduction eEF4F et eIF3 (Baugh 
et Pilipenko, 2004) et la tyrosine phosphatase SHP-1 (Simoneau et al., 2008). De plus, la 
rapide accumulation de l’isoforme p200CUXl dans les cellules T84 après six heures de 
traitement au MG132 suggère un effet direct du protéasome dans la protéolyse limitée de 
p200CUXl en pllOCUXl.
Le traitement des cellules T84 et Caco2/15 au MG132 ne mène cependant pas à l’abolition 
complète de l’expression de l’isoforme pllOCUXl. Il est bien connu que le mécanisme 
d’inhibition du MG132 est le blocage de deux des trois sous-unités à activité peptidolytique 
du protéasome, soit la sous-unité à activité chymotrypsine et la sous-unité à activité post- 
acidique (Sorokin et al., 2005). Le MG132 n’étant pas efficace à 100% avec les trois 
activités catalytiques du protéasome, il se peut que ce dernier soit encore capable de 
procéder au clivage protéolytique de l’isoforme p200CUXl en isoforme p l 10CUX1 (Anton 
et Villasevil, 2008). Une seconde hypothèse est l’implication potentielle d’une autre 
protéase dans la production de l’isoforme pllOCUXl. En effet, une étude publiée en 2007 
par Truscott et collaborateurs ont rapporté un clivage de l’extrémité C-terminale de CUX1 
par une activité caspase (Truscott et al., 2007). De plus, l’inhibition de la cathepsin L par le 
z-phe dans les cellules DLD-1 montre que l’isoforme pllOCUXl est toujours détectée, 
même s’il y a une faible accumulation de l’isoforme p200CUXl. Un traitement des cellules 
DLD-1 conjointement avec le z-phe et le MG132 permettrait de vérifier l’implication 
potentielle de deux protéases dans le clivage protéolytique de p200CUXl en pllOCUXl 
spécifiquement dans les cellules de cancer du côlon humain DLD-1.
L’utilisation d’un autre inhibiteur du protéasome, soit le bortezomib, a permis de renforcer 
le rôle potentiel joué par le protéasome dans la protéolyse limitée de l’isoforme p200CUXl 
en pllOCUXl. En effet, une diminution de l’expression de l’isoforme pllOCUXl est 
observée suite au traitement des cellules 293T, T84 et Caco2/15 surexprimant la protéine 
CUX1 -Flag avec 5 pM de bortezomib. Les cellules transformées de reins 293T ont été
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utilisées dans cette expérience puisqu’elles ont la particularité de permettre l’obtention de 
très hauts niveaux de transfection contrairement aux cellules cancéreuses colorectales 
humaines qui ont une limite de transfection. Même si les cellules 293T emploient un 
système différent de celui des lignées cancéreuses colorectales humaines, elles sont 
pertinentes à utiliser puisqu’elles permettent d’acquérir des données préliminaires sur le 
mécanisme étudié. Les résultats montrent également que le bortezomib semble être plus 
efficace dans la réduction de l’expression de l’isoforme pllOCUXl dans les cellules T84 
que le MG132, alors que dans les cellules 293T et Caco2/15, les niveaux d’expression de 
pllOCUXl sont comparables. Le bortezomib a l’avantage d’être plus spécifique et il 
possède moins d’affinité pour les autres protéases non protéasomales. De plus, il est utilisé 
dans le traitement des myélomes multiples et il est présentement en essai clinique dans le 
traitement d’autres cancers, soit le cancer du sein, du poumon et de la prostate. Par contre, 
contrairement au MG132, il n’inhibe que la sous-unité à activité chymotrypsine du 
protéasome (Konstantinopoulos et Papavassiliou, 2006). Ceci pourrait expliquer la 
différence d’efficacité observée entre le MG132 et le bortezomib d’une lignée cellulaire à 
une autre.
Le résultat de l’immunobuvardage de type Western utilisant des extraits de protéines 
cytoplasmiques et nucléaires a permis de suggérer que la protéolyse limitée de p200CUXl 
en isoforme tronquée de 110 kDa prend place dans le noyau. En effet, p200CUXl est 
exprimé dans le cytoplasme des cellules 293T et pllOCUXl est exprimé à des niveaux 
beaucoup plus faibles (suite à des temps d’exposition plus longs), alors que dans le noyau, 
les deux isoformes sont détectées à des niveaux relativement semblables. De plus, une 
diminution de l’expression de l’isoforme pllOCUXl dans le noyau semble être observée 
suite à l’exposition de ces mêmes cellules au MG132 et bortezomib. Des évidences dans la 
littérature ont rapporté que dans le noyau de la cellule, les protéasomes se localisent au 
niveau des corps nucléaires PML (Dino Rockel et von Mikecz, 2002; Fabunmi et al., 2001), 
des taches nucléoplasmiques (Chen et a l, 2002) et des amas focaux situés à travers le 
nucléoplasme (von Mikecz, 2006; Rockel et al., 2005). Plusieurs des sous-unités du 
protéasome ont également un signal de localisation nucléaire (Nederlof et al., 1995) et des 
études ont rapporté que la phosphorylation sur résidu tyrosine de ces mêmes sous-unités
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semble jouer un rôle dans le transfert nucléo-cytoplasmique du protéasome (von Mikecz, 
2006; Tanaka et al., 1990). De plus, le noyau contient tous les éléments nécessaires au 
système ubiquitine-protéasome, soit les molécules d’ubiquitines (Schwartz et al., 1988) et 
les enzymes E l, E2, E3 et E4 (Plafker et al., 2004; Roth et al., 1998). D’ailleurs, plusieurs 
protéines ont été répertoriées dans la littérature comme étant dégradées par le protéasome 
nucléaire incluant les oncogènes Fos, Jun, Myc (Ciechanover et al., 1991) et le suppresseur 
de tumeurs TP53 (Shirangi et al., 2002; Ciechanover et al., 1991).
Les résultats présentés dans cette thèse suggèrent que le protéasome est responsable de la 
production de l’isoforme pllOCUXl dans les lignées cancéreuses colorectales humaines. 
Afin de prédire les sites potentiels de clivage par le protéasome 26S, une analyse de la 
séquence en acides aminés de la protéine CUX1 de forme humaine a été effectuée à l’aide 
du logiciel informatique Pcleavage (http://www.imtech.res.in/cgibin/dpcleavage/). Cette 
analyse a prédit quatre régions susceptibles d’être clivées par le protéasome, soit la 
glutamine 735 (Q735), la valine 754 (V754), l’alanine 799 (A799) et une région composée 
de six acides aminés, soit la tyrosine 935, l’acide glutamique 936, la valine 937, la tyrosine 
938, la méthionine 939 et la tyrosine 940 (YEVYMY935-940) (résultat non montré). Trois 
de ces régions sont très bien conservées chez l’humain et la souris, soit la Q735, la V754 et 
la région YEVYMY935-940. Chez la souris, une sérine prend place à la position 799 
(S799) au lieu d’une alanine tel que prédit chez l’humain. De plus, ces quatre régions sont 
localisées entre les domaines de liaison à l’ADN CRI et CR2 de la protéine CUX1, donc 
susceptibles de générer une protéine d’environ 110 kDa. Le rôle potentiel des quatre 
régions de clivage dans la protéolyse de p200CUXl en pllOCUXl a été vérifié par 
mutagénèse dirigée. La glutamine 735 a donc été mutée en acide glutamique (Q735E), la 
valine 754 en alanine (V754A), l’alanine 799 en thréonine (A799T) et la région 
YEVYMY935-940 en FAWDFD. Ceci a permis de générer des constructions de CUX1 
ayant la simple mutation de chacune de ces régions. Un résultat préliminaire 
d’immunobuvardage de type Western obtenu suite à la transfection transitoire de ces 
mutants dans les cellules cancéreuses colorectales humaines Caco2/15 a révélé une 
diminution de l’expression de l’isoforme pllOCUXl en présence de la mutation de la 
valine 754 (V754A) et de la région contenant les six acides aminés (YEVYMY935-
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940FAWDFD) accompagnée d’une augmentation de l’expression de l’isoforme p200CUXl 
(résultat non montré). D’autres avenues restent encore à être explorées afin de mieux 
comprendre l’importance de ces sites dans le clivage dépendant du protéasome de 
p200CUXl. D serait pertinent de faire la double mutation de la valine 754 et de la région 
des six acides aminés. De plus, ce résultat préliminaire n ’exclut pas la possibilité que 
d’autres sites pourraient jouer un rôle dans le clivage de l’isoforme p200CUXl. Une 
seconde analyse de la séquence en acides aminés de la protéine CUX1 a en effet permis de 
déterminer la présence de deux sites potentiellement impliqués dans la protéolyse de 
p200CUXl, soit la leucine 621 (L621) et la glutamine 712 (Q712). La simple mutation de 
ces sites permettrait également de vérifier leur rôle dans la production de l’isoforme 
pllOCUXl.
Enfin, une expérience de dégradation in vitro a permis de suggérer un rôle potentiel joué 
par le protéasome dans le clivage protéolytique de l’isoforme p200CUXl en isoforme 
pllOCUXl. En effet, l’analyse de l’immunobuvardage de type Western montre une 
production de l’isoforme pllOCuxl en présence du protéasome validant le rôle exclusif de 
ce dernier dans la protéolyse limitée de Cuxl et excluant la possibilité d’une implication 
potentielle d’une autre protéase. De plus, le clivage in vitro de Cuxl par le protéasome se 
fait selon un mécanisme indépendant des molécules d’ubiquitines. L’essai de dégradation a 
été réalisé in vitro, c’est-à-dire à l ’aide d’un tube dans lequel les protéines Cuxl sont en 
contact direct avec le protéasome forçant ainsi le clivage protéolytique de Cuxl quelque 
soit son état d’ubiquitination. Ensuite, il est très bien documenté dans la littérature que la 
dégradation au protéasome nécessite la liaison de plusieurs chaînes d’au moins quatre 
molécules d’ubiquitines sur des résidus lysines de la protéine cible, alors que la mono- 
ubiquitination du substrat ne mène pas à la destruction complète (Komander, 2009). Des 
essais in vivo d’immunoprécipitation utilisant un vecteur d’expression de molécules 
d’ubiquitines dans lesquelles les sept résidus lysines sont mutés permettraient donc de 
déterminer la forme d’ubiquitination de la protéine CUXl. En effet, des travaux ont 
rapporté que la substitution des sept résidus lysines par des arginines ne mène pas à la poly- 
ubiquitination des protéines cibles, mais seulement à la mono-ubiquitination (Hershko et 
ai, 1991, Chau et a i, 1989). De plus, des études ont démontré que l’anticorps FK-1 permet
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la détection des protéines poly-ubiquitinées, alors que l’anticorps FK-2 reconnaît à la fois 
les substrats mono- et poly-ubiquitinés (Fujimuro et al., 1994). L’utilisation de ces deux 
anticorps serait donc pertinente afin de confirmer la mono-ubiquitination de la protéine 
CUXl.
Des évidences dans la littérature ont rapporté que le protéasome 26S est impliqué non 
seulement dans la destruction des substrats ubiquitinés, mais également dans la dégradation 
des protéines non ubiquitinées. C’est le cas, par exemple, de l’enzyme omithine 
décarboxylase (ODC), qui est la première protéine à avoir été identifiée comme étant 
dégradée par le protéasome 26S d’une manière ubiquitine-indépendante (Orlowski et Wilk, 
2003). De plus, la réaction de dégradation in vitro a été réalisée avec le protéasome 26S 
lequel est composé du complexe protéolytique 20S auquel s’associe un ou deux complexes 
régulateurs 19S. Plusieurs études ont démontré une implication du protéasome 20S dans la 
dégradation de protéines non liées par des molécules d’ubiquitines, soit l’inhibiteur du 
cycle cellulaire p21 (Hoyt et Coffino, 2004; Orlowski et Wilk, 2003) et la protéine à boîte 
Y, YB-1 (Sorokin et al., 2005). D serait donc pertinent de faire un essai de dégradation in 
vitro seulement avec le protéasome 20S afin de vérifier l’hypothèse d’un clivage 
protéolytique de CUX1 selon un mécanisme indépendant des ubiquitinés.
3. Implication des isoformes de CUX1 dans la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales et coliques
L’abolition de l’expression des isoformes p200CUXl et pllOCUXl par l’utilisation d’un 
shARN ciblé contre le messager de CUX1 dans les cellules IEC-6, T84 et DLD-1 a permis 
d’investiguer le rôle des isoformes de CUX1 dans la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales et coliques. Les résultats obtenus par décomptes cellulaires mettent en évidence 
un ralentissement significatif de la prolifération des cellules IEC-6 dans lesquelles il y a une 
diminution de l’expression du messager de CUX1 comparativement aux cellules contrôles. 
Dans un contexte cancéreux, l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 dans les 
cellules T84 et DLD-1 mène également à une réduction significative de la prolifération
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cellulaire. Cependant, même si cette petite diminution est significative, il n’en demeure pas 
moins que l’effet d’une absence d’expression des isoformes de CUX1 sur la croissance 
cellulaire est beaucoup plus important chez les cellules IEC-6 que chez les cellules de 
cancer du côlon T84 et DLD-1. De part leur nature transformée, les cellules cancéreuses 
colorectales humaines T84 et DLD-1 ont déjà un potentiel prolifératif très élevé, donc le 
fait d’enlever les isoformes de CUX1 n’a qu’un effet modéré sur la vitesse de prolifération 
cellulaire. L’essai de croissance en agarose mou montre également que la perte 
d’expression des isoformes de CUX1 dans les cellules DLD-1 ne conduit pas à une 
diminution du nombre de colonies formées en indépendance d’ancrage. Cependant, puisque 
le ralentissement du rythme prolifératif observé chez les cellules T84 est plus important que 
chez les cellules DLD-1, il serait alors pertinent de réaliser l’essai de croissance en agarose 
mou avec les cellules T84 qui surexpriment ou non un shARN ciblé contre le messager de 
CUXL Cette expérience permettrait donc de vérifier l’hypothèse selon laquelle l’absence 
d’expression des isoformes de CUX1 dans les cellules T84 conduit à une diminution de la 
capacité de ces cellules de croître en indépendance d’ancrage. En contexte non cancéreux, 
l’absence d’expression des isoformes de CUX1 menant à une réduction significative de la 
prolifération des cellules EEC-6 suggère que l’isoforme pllOCUXl est nécessaire à la 
croissance normale de ces cellules. De ce fait, il serait pertinent de surexprimer l’isoforme 
pllOCUXl dans les cellules YAMC et de les cultiver à la température à laquelle la 
prolifération des cellules cesse, soit à 39,5°C, afin de déterminer si elles acquièrent la 
capacité de continuer de proliférer en présence de pl 10CUX1. Cette expérience permettrait 
de confirmer le rôle essentiel joué par l’isoforme pllOCUXl dans le comportement 
prolifératif normal des cellules.
Des résultats préliminaires de décomptes cellulaires obtenus à la maîtrise ont rapporté une 
induction de la prolifération accompagnée d’une production plus grande de l’isoforme 
pllOCUXl suite à l’expression forcée de p200CUXl dans les cellules Caco2/15. Une 
partie des travaux réalisés au doctorat ont tenté de répondre à l ’hypothèse d’une implication 
possible de l’isoforme pllOCUXl dans l’augmentation du rythme prolifératif observé. La 
surexpression de pl lOCuxl dans les cellules de cancer du côlon humain DLD-1 n’a montré 
aucun changement dans la vitesse de prolifération des cellules. En effet, il y a déjà un
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dérèglement du comportement prolifératif dans les cellules DLD-1 résultant de la présence 
de mutations dans des oncogènes, dont le gène TP53, et dans des gènes suppresseurs de 
tumeurs affectant certaines voies de signalisation. Par conséquent, le fait de forcer 
l’expression de l’isoforme pllOCuxl n’a pas d’effet sur la vitesse de prolifération 
cellulaire. De plus, la surexpression de pl lOCuxl dans des cellules dont la prolifération est 
contrôlée, soit les cellules épithéliales intestinales normales IEC-6, ne mène pas à une 
accélération de la croissance cellulaire. Ce résultat est contradictoire à une étude publiée en 
2006 par Sansregret et collaborateurs montrant une augmentation de la prolifération 
cellulaire suite à la surexpression de pllOCuxl. Cependant, les expériences ont été 
réalisées dans une lignée de cellules fibroblastiques de souris, soit les NIH3T3 (Sansregret 
et al., 2006), alors que mes travaux tentent de comprendre le rôle de l’isoforme p l 10CUX1 
dans un contexte de cellules épithéliales intestinales et coliques. De plus, l’absence d’un 
changement au niveau de la prolifération des cellules IEC-6 suite à la surexpression de 
l’isoforme pllOCuxl suggère que cette dernière n’est pas un agent transformant et que 
d’autres événements oncogéniques doivent se produire. En effet, dans une étude publiée en 
2009, Cadieux et collaborateurs ont investigué le potentiel oncogénique de l’isoforme 
pl 10CUX1 par la génération de souris transgéniques qui surexpriment spécifiquement cette 
isoforme dans les cellules épithéliales des glandes mammaires. Les travaux ont rapporté le 
développement de tumeurs au niveau des glandes mammaires non pas de façon spontanée, 
mais bien après une longue période latente de 20,5 mois. Ce résultat indique que la 
surexpression de l’isoforme pllOCUXl à elle seule n’est pas suffisante pour induire la 
formation de tumeurs. Les auteurs ont rapporté une coopération entre la voie Wnt/p- 
caténine et pllOCUXl dans le développement de tumeurs au niveau des glandes 
mammaires. En effet, les résultats ont montré une augmentation de l’expression de certains 
Wnt, dont Wntl, 6, 8b et 10a dans les carcinomes adénosquameux et une localisation 
nucléaire de la P-caténine dans les trois carcinomes adénosquameux analysés. De plus, les 
auteurs ont établi que pl 10CUX1 a la capacité de stimuler l’activité transcriptionnelle des 
promoteurs des gènes Wntl, 6, 8b et 10a en plus de s’y lier in vivo tel que démontré par 
immunoprécipitation de la chromatine. La diminution de l’expression de CUX1 par 
transfection transitoire d’un siARN dans la lignée Hs578t (cellules de cancer du sein) a 
également montré une réduction de l’expression de Wntl, Wnt6, Wnt8b et Wnt 10a. Par
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contre, la surexpression de l’isoforme pllOCUXl n’a pas mené à une augmentation de 
l’expression des gènes Wnt à l’étude indiquant, encore une fois, que l’isoforme pl 10CUX1 
à elle seule n’est pas capable d’activer ces gènes (Cadieux et a l, 2009).
Au cours de mes études doctorales, j ’ai également tenté de vérifier le rôle potentiel de 
l’isoforme pl 10CUX1 dans la néoplasie de l’épithélium intestinal. Des souris transgéniques 
ont été générées, lesquelles surexpriment de façon spécifique l’isoforme p l lOCuxl sous le 
contrôle du promoteur intestin-spécifique SImutCRESIP. Le promoteur SImutCRESIP est 
en fait le promoteur du gène de la sucrase-isomaltase (SI) dans lequel il y a une mutation 
dans la région d’interaction des facteurs de transcription CUX1 et GATA4, soit CRESIP. 
Pendant ces études post-doctorales, le Pr François Boudreau avait généré des souris 
transgéniques surexprimant le promoteur SImutCRESIP. Dans le côlon, ces travaux ont 
rapporté une faible expression du transgène dans le fond des cryptes avec une augmentation 
drastique de l’expression de ce dernier dans le cytoplasme des colonocytes près de la 
surface épithéliale. Au niveau de l’intestin grêle, le transgène est exprimé dans les 
entérocytes localisés à la jonction crypte-villosité et dans la villosité et il n’y a pas 
d’expression dans les cryptes (Boudreau et al, 2002). Le clonage de la séquence codant 
pour la forme murine de pl lOCuxl en aval du promoteur SImutCRESIP représentait donc 
un très bon outil afin de surexprimer cette isoforme dans l ’épithélium de l’intestin grêle et 
du côlon. Cependant, lors du sacrifice des souris de génération F2 positives pour 
l’expression de l’ARNm du transgène pllO C uxl, les premières observations 
macroscopiques ont révélé qu’il n’y avait aucune polype que ce soit au niveau de l’intestin 
grêle ou du côlon et ce, même après une période de 12 mois (résultat non montré). Ce 
résultat est une évidence de plus renforçant l’hypothèse selon laquelle le potentiel 
oncogénique de l’isoforme pllOCUXl est très faible et que sa surexpression n’est pas 
suffisante pour induire la formation de polypes intestinaux et/ou coliques. D’autant plus 
que l’interprétation de ce résultat corrèle avec l’étude publiée en 2009 par Cadieux et 
collaborateurs décrite précédemment. Afin de déterminer si l’isoforme pllOCuxl coopère 
avec des gènes suppresseurs de tumeurs et/ou des oncogènes dans le développment de 
polypes au niveau de l’intestin grêle et du côlon, il serait pertinent de croiser ces souris 
avec le modèle APC/Min. En effet, il a été rapporté que ces souris ont la particularité de
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développper plusieurs polypes dans l’intestin grêle et quelque peu dans le côlon par la 
présence d’une mutation dans le gène APC et ce, de façon spontanée (McCart et a l, 2008; 
Oshima et al., 1995; Moser et al., 1990). En 2004, Olive et collaborateurs ont généré deux 
modèles de souris knock-in pour le gène TP53 ayant une mutation ponctuelle dans le codon 
172 (p53R172H) et le codon 270 (p53R270H) et reproduisant la mutation ponctuelle retrouvée 
dans les codons 175 et 273 dans les cancers sporadiques chez l ’humain (Olive et al., 2004). 
Les auteurs ont rapporté que les souris développent des tumeurs d’origine épithéliale 
lesquelles n’ont jamais été retrouvées chez les souris déficientes pour le gène TP53 (p53"/_), 
incluant des carcinomes au niveau de l’intestin grêle, du côlon, des poumons, du foie et du 
pancréas (Taneja et al, 2011). Les souris p53R172H/+ et/ou p53R270H/+ représentent donc un 
bon modèle murin qui mène au développement de tumeurs intestinales et qui serait 
pertinent d’utiliser pour le croisement des souris pllOCuxl. Des composés chimiques 
peuvent également être utilisés pour induire des tumeurs coliques chez la souris. C’est le 
cas de l’azoxyméthane (AOM) qui est reconnu comme étant un puissant carcinogène. H a 
été démontré que l’injection intra-péritonéale répétitive d’AOM chez la souris conduit au 
développement de tumeurs dans le côlon distal spécifiquement (Lijinsky et al., 1985). Le 
mécanisme d’action de l’AOM passe par son métabolite actif, soit le méthylazoxyméthanol 
(MAM) lequel est responsable de faire des mutations dans l’ADN. Des évidences dans la 
littérature ont rapporté que la conséquence directe des mutations induites par l’AOM (son 
métabolite MAM) est l’activation de l’oncogène k-ras, l’accumulation nucléaire de la 0- 
caténine et l’inactivation du TGFp, menant à une augmentation de la prolifération 
cellulaire, à une diminution de l’apoptose et ultimement à la carcinogenèse colorectale 
(Chen et Huang, 2009). L’injection d’AOM chez les souris transgéniques pllOCuxl 
permettrait donc d’augmenter le nombre de polypes au niveau du côlon.
Des évidences dans la littérature ont rapporté que CUX1 joue non seulement un rôle dans la 
progression du cycle cellulaire, mais également dans la motilité cellulaire. En effet, 
Downward et collaborateurs ont démontré que CUX1 augmente la migration et l’invasion 
in vitro et in vivo de cellules fïbroblastiques de souris NIH3T3 et de cellules de cancer du 
sein MDA-MB-231 et de pancréas PANC-1. Ils ont également rapporté que CUX1 est un 
effecteur en aval des effets pro-migratoires du TGFp et que l’augmentation de l’expression
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de CUX1 suite à une stimulation au TGFp passe par l’activation des voies de Smad4 et 
p38MAP kinase (Michl et al., 2005). Un essai d’invasion sur matrice de matrigel a permis 
d’évaluer le potentiel invasif des cellules DLD-1 suite à l’abolition de l’expression du 
messager de CUX1 par shARN. Le résultat préliminaire n’a montré aucun changement 
dans la capacité d’invasion des cellules DLD-1 en absence de CUX1 (résultat non montré).
Un lien entre expression de pllOCUXl et un autre mécanisme moléculaire impliqué dans 
le cancer, soit le phénomène EMT (transition épithélium-mésenchyme), a été argumenté 
par les travaux de Kedinger et collaborateurs en 2009. En effet, les auteurs ont rapporté que 
l’isoforme responsable de l’augmentation de la migration, de l’invasion et de la transition 
épithélium-mésenchyme, est pl 10CUX1. Ils ont démontré que cette isoforme a la capacité 
d’activer l’expression de deux protéines mésenchymateuses, soit la N-cadhérine et la 
vimentine et en même temps, d’inhiber l’expression de la E-cadhérine et de l’occludine, 
deux marqueurs épithéliaux (Kedinger et al., 2009). La transition épithélium-mésenchyme 
est un phénomène pendant lequel la cellule épithéliale perd plusieurs de ses caractéristiques 
épihéliales et acquiert les propriétés des cellules mésenchymateuses (Lee et al., 2006). 
C’est un événement normal et indispensable durant l’embryogenèse et le développement 
des organes (Baum et al., 2008). Par contre, des évidences dans la littérature ont rapporté 
que le phénomène EMT est réactivé dans le cancer et qu’il promouvoit l’invasion des 
tumeurs et les métastases (Berx et al., 2007; Thiery, 2002). De plus, il a été démontré que 
l’expression constitutive de Mekl est suffisante pour induire la transition épithélium- 
mésenchyme des cellules épithéliales intestinales IEC-6. En effet, les auteurs ont montré 
que les cellules DEC-6 changent de morphologie suite à l’expression constitutive de Mekl: 
elles passent d’une morphologie épithéliale à une morphologie allongée. De plus, il y a une 
diminution de l’expression de la E-cadhérine, de la ZO-1 et de l’occludine dans les cellules 
EEC-6 Mekca, alors que l’expression de deux marqueurs mésenchymateux, soit la N- 
cadhérine et la vimentine, est augmentée (Lemieux et al., 2009). L’implication potentielle 
de l’isoforme pl 10CUX1 comme médiateur en aval des effets d’un Mek constitutif actif sur 
la transition épithélium-mésenchyme des cellules épithéliales intestinales IEC-6 a été 
investiguée. Une analyse Western a révélé que l’expression de l’isoforme pl 10CUX1 dans 
les cellules IEC-6 Mekca est comparable à celle des cellules IEC-6 Mek de type sauvage
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(résultat non montré). L’analyse par PCR semi-quantitatif de l’expression de la E-cadhérine 
(marqueur épithélial) a permis d’analyser la capacité de CUX1 de renverser le phénomène 
EMT suite à l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 par shARN dans les 
cellules EEC6 Mekca. Le résultat préliminaire a montré qu’une absence d’expression des 
isoformes de CUX1 dans les cellules IEC-6 Mekca et, plus spécifiquement, de pl 10CUX1 
ne mène pas à une augmentation de l’expression de la E-cadhérine (résultat non montré).
L’implication de CUX1 dans un autre processus biologique, soit l’apoptose, a fait l’objet 
d’un certain nombre d’articles dans la littérature. Une étude publiée en 2010 par Ripka et 
collaborateurs a démontré une résistance des cellules cancéreuses pancréatiques humaines à 
l’apoptose en présence de CUXl. En effet, une diminution de l’expression de CUX1 par 
interférence à l’ARN (siARN) dans les cellules de cancer du pancréas PANC-1 et ImimPCl 
conduit à une augmentation de l’apoptose basale et induite par le ligand TRAIL (tumour 
necrosis factor-related apoptosis-inducing-ligand) (voie extrinsèque) ou par des drogues 
chimiothérapeutiques telles que le gemcitabine et le 5-fluorouracil. De plus, les auteurs ont 
rapporté que CUX1 est un effecteur en aval de la voie de signalisation PI3K/AKT et que 
l’inhibition de cette voie avec l’inhibiteur LY294002 dans les cellules PANC-1 diminue les 
niveaux d’expression de l’ARNm de CUX1 et, par conséquent, mène à une augmentation 
de l’apoptose (Ripka et al., 2010; Malek, 2010). Les mêmes auteurs ont également identifié 
GRIA3, une sous-unité des récepteurs du glutamate, comme cible transcriptionnelle de 
CUX1 et comme important médiateur des effets de CUX1 sur la survie des cellules 
cancéreuses pancréatiques humaines (Ripka et ai, 2010). Ces études sont les premières qui 
associent le facteur de transcription CUX1 à un effet pro-survie. Par contre, les auteurs ne 
mentionnent pas s’il s’agit de l’isoforme de 200 (p200CUXl) ou de 110 kDa (pl 10CUX1) 
qui protège les cellules cancéreuses pancréatiques humaines de l’apoptose. Le présent 
travail a tenté de démystifier le rôle de l’isoforme pllOCUXl dans la prolifération 
cellulaire. Les résultats obtenus ont montré que l’absence d ’expression des isoformes de 
CUX1 mène à un ralentissement modeste de la prolifération des cellules de cancer du côlon 
T84 et DLD-1 qui n’est pas associée à une augmentation de la mort cellulaire et que la 
surexpression de l’isoforme pllOCUXl n’a pas d’effet sur le rythme prolifératif des 
cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1. De plus, des données préliminaires ont
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rapporté que CUX1 ne semble pas avoir d’effet sur l’invasion cellulaire et sur le 
phénomène EMT. Il serait donc très pertinent d’investiguer l’implication de CUX1, plus 
spécifiquement de l’isoforme pllOCUXl, dans la survie des cellules cancéreuses 
colorectales humaines. En effet, l’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 par 
shARN permettrait de vérifier l’effet d’une absence d’expression de CUX1 sur l’apoptose 
basale des cellules de cancer du côlon, mais également induite par TRAIL et par des 
drogues chimiothérapeutiques telles le gemcitabine et le 5-fluorouracil. La surexpression de 
l’isoforme pllOCUXl permettrait de confirmer hors de tout doute l’hypothèse selon 
laquelle cette isoforme est responsable de protéger les cellules de cancer du côlon de 
l’apoptose. Les travaux récemment publiés par Vadnais et collaborateurs ont démontré une 
implication de CUX1 dans la voie de signalisation de réponse aux dommages à l’ADN 
(DDR = DNA damage response signaling pathway). En effet, une absence d’expression de 
CUX1 mène à une diminution de l’activité des voies ATM/Chk2 et ATR/Chkl suite à 
l’exposition des cellules de cancer du sein à des radiations ionisantes et à des rayons ultra­
violets respectivement. De plus, les auteurs ont rapporté que les cellules déficientes en 
CUX1 sont incapables de faire les points de contrôle du cycle cellulaire et de réparer les 
bris dans l’ADN double brin et que leur habileté à survivre suite à des dommages à l’ADN 
est significativement diminuée (Vadnais et al., 2012). À la lumière de ces récentes 
découvertes, il serait donc approprié d’étudier le rôle potentiel de l’isoforme pllOCUXl 
dans la voie de réponse aux dommages à l’ADN suite à l’exposition des cellules 
cancéreuses colorectales humaines à des radiations ionisantes et à des rayons ultraviolets.
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Conclusions et perspectives
L’ensemble de ces travaux réalisés pendant mes études de doctorat a permis d’approfondir 
l’implication de CUX1 dans l’épithélium colique ainsi que dans la carcinogenèse 
colorectale. D’abord, le gène PLZF a été identifié comme cible transcriptionnelle du facteur 
de transcription CUX1 dans l’épithélium colique par l’utilisation d’une micropuce à ADN. 
Une prédiction informatique a montré la présence de 15 sites de liaision potentiels pour 
CUX1 dans une région de 6.6 kb contenant la portion 5’-UTR et une région du promoteur 
du gène PLZF localisée en amont du . site d’initiation de la transcription. Plusieurs 
approches ont été investiguées afin de caractériser l’interaction du facteur de transcription 
CUX1 avec le gène PLZF. En effet, des expériences in vitro et in vivo ont démontré un 
recrutement de CUX1 sur certains sites de la portion 5’-UTR ainsi que sur la région du 
promoteur du gène PLZF. La liaison de CUX1 à la région 3kb 5’-UTR résulte en une 
diminution de son activité transcriptionnelle et les sites #13, 14 et 15 de la région de 776 
p.b. du promoteur du gène PLZF sont importants dans la liaison de CUX1 à cette région 
puisque la délétion de ces trois sites mène à l’incapacité de CUX1 de réprimer l’activité 
transcriptionnelle de la région de 776 p.b. du promoteur du gène PLZF. Les travaux ont 
également permis d’établir une corrélation entre le profil d’expression de CUX1 et celui de 
PLZF dans les lignées cancéreuses colorectales humaines. En effet, la protéine CUX1 est 
faiblement détectée dans la majorité des lignées d’adénocarcinomes de côlon humain alors 
que la protéine PLZF y est fortement exprimée. Dans les colonocytes fœtaux humains 
normaux, il y a une forte expression de CUX1 et une absence d ’expression de PLZF.
Des évidences dans la littérature ont rapporté que le gène CUX1 est situé sur le 
chromosome 7q22, une région souvent délétée dans les pathologies myéloïdes (Johnson et 
al., 1996; Lewis et al., 1996; Fischer et al., 1997; Liang et al., 1998; Tosi et al., 1999). Les 
souris transgéniques qui surexpriment spécifiquement l’isoforme p75Cuxl dans les cellules 
épithéliales des glandes mammaires succombent d’une maladie appelée maladie 
myéloproliférative ressemblant à la leucémie myéloïde (Cadieux et al., 2006). De plus, la
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protéine PLZF a été découverte dans une forme de leucémie promyélocytique aiguë (APL) 
suite à la translocation chromosomique t( 11 ; 17)(q23 ;q21 ) impliquant le locus du gène 
codant pour RARa et celui codant pour la protéine PLZF (Chen et a l, 1993; Costoya et 
Pandolfi, 2001). La démonstration que le gène PLZF est une cible directe de l’action 
répressive du facteur de transcription CUX1 représente une avenue intéressante à explorer 
afin d’investiguer l’importance du lien moléculaire entre CUX1 et PLZF spécifiquement 
dans la progression de la leucémie. Une collègue de travail dans notre laboratoire a 
récemment étudié le rôle de la protéine PLZF dans la prolifération et la survie des cellules 
de cancer du côlon chez l’humain. Ses travaux ont identifié une nouvelle isoforme de la 
protéine PLZF de 65 kDa, soit p65PLZF laquelle est impliquée spécifiquement dans la 
survie des cellules cancéreuses colorectales humaines. En effet, l’absence d’expression de 
p65PLZF dans les cellules de cancer du côlon Caco2/15, HT-29 et DLD-1 résulte en une 
diminution de la prolifération cellulaire et en une augmentation de l’apoptose (Jones et al., 
2012, en révision). De plus, p65PLZF est exprimé dans les lignées d’adénocarcinomes de 
côlon humain. Ayant démontré que l’isoforme pl 10CUX1 est exprimée à la hausse dans les 
tumeurs de cancer colorectal chez l’humain, il sera pertinent d’investiguer le statut 
d’expression de p65PLZF dans les mêmes tumeurs afin d’établir un nouveau lien 
moléculaire entre CUX1 et PLZF spécifiquement dans les cancers colorectaux chez 
l’humain.
Ces études ont également permis d’identifier un nouveau mécanisme intracellulaire 
impliqué dans la protéolyse limitée de l’isoforme p200CUXl spécifiquement dans les 
cellules de cancer du côlon chez l’humain, soit le protéasome. En effet, la cystéine protéase 
cathepsin L n’est pas détectée dans le noyau de la majorité des cellules cancéreuses 
colorectales humaines. Un traitement des cellules T84 et Caco2/15 avec le MG132, un 
inhibiteur du protéasome, résulte en une diminution de l’expression de l’isoforme 
pllOCUXl endogène. De plus, les cellules 293T, T84 et Caco2/15 qui surexpriment la 
protéine CUXl-Flag et qui ont été traitées avec le bortezomib, un inhibiteur du protéasome 
utilisé en clinique dans le traitement des myélomes multiples, mène également à une 
réduction de l’expression de la protéine pllOCUXl. D a également été démontré que la 
protéolyse limitée de l’isoforme p200CUXl prend place dans le noyau et que seul le
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protéasome est impliqué dans le clivage protéolytique de l’isoforme p200CUXl, 
puisqu’une expérience de dégradation in vitro montre une production de l’isoforme 
pl 10CUX1 en présence du protéasome 26S. Une analyse informatique a permis d’identifier 
quatre régions susceptibles d’être clivées par le protéasome (Q735, V754, A799 et 
YEVYMY935-940). Suite à la mutagénèse dirigée de ces sites, un résultat préliminaire 
obtenu dans les cellules de cancer du côlon Caco 2/15 ont montré que la simple mutation de 
la valine 754 (V754) et de la région contenant les six acides aminés (YEVYMY935- 
940FAWDFD) résulte en une diminution des niveaux d’expression de l’isoforme 
pllOCUXl accompagnée d’une induction de l’expression de l’isoforme p200CUXl. 
D’autres transfections transitoires dans les cellules Caco 2/15 seront à refaire afin de 
clarifier la nature de ces mutants. L’analyse plus approfondie des sites potentiels de clivage 
prédits par le protéasome a révélé la présence d’autres sites impliqués dans la protéolyse 
limitée de p200CUXl et susceptibles de produire une protéine d’environ 110 kDa, soit la 
leucine 621 (L621) et la glutamine 712 (Q712). La mutagénèse dirigée de la L621 et de la 
Q712 permettra de valider l’importance de ces sites dans le clivage dépendant du 
protéasome de p200CUXl. H sera également pertinent de faire la double mutation de la 
V754 et de la région des six acides aminés afin de vérifier si l’absence de ces deux régions 
en même temps conduit à une plus grande diminution de l’expression de l’isoforme 
pl 10CUX1. Enfin, la signification fonctionnelle de la génération d’une protéine CUX1 non 
clivable par le protéasome sera à déterminer par des essais de prolifération cellulaire. En 
effet, la forme complète de 200 kDa de CUX1 agit exclusivement comme répresseur 
transcriptionnel (Sansregret et Nepveu, 2008). L’obtention d’une protéine non clivable de 
CUX1 permettra donc de vérifier l’hypothèse d’une implication potentielle de l’isoforme 
p200CUXl dans un ralentissement de la prolifération cellulaire. Au niveau transcriptionnel, 
il sera aussi pertinent de déterminer l’effet transcriptionnel de la protéine CUX1 non 
clivable sur le promoteur du gène PLZF et sur le promoteur d’autres gènes impliqués dans 
la prolifération cellulaire, par exemple le gène de l’ADN polymérase a.
Enfin, les travaux décrits dans cette thèse de doctorat ont permis de déterminer que 
l’isoforme pl 10CUX1 n’est pas un agent transformant et qu’elle n’est pas impliquée dans 
la prolifération des cellules cancéreuses colorectales humaines. En effet, la surexpression
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de l’isoforme pllOCuxl dans les cellules IEC-6 et dans les cellules de cancer du côlon 
DLD-1 ne mène pas à un changement de la vitesse de prolifération des cellules. De plus, la 
génération de souris transgéniques qui surexpriment de façon spécifique l’isoforme 
pllOCuxl dans l’épithélium de l’intestin grêle et du côlon ne mène pas au développement 
spontané de polypes. Même après une période de 12 mois, les souris transgéniques ne 
présentent aucun signe de dérèglement de l’épithélium de l’intestin grêle et/ou colique. 
L’abolition de l’expression des isoformes de CUX1 dans les cellules IEC-6 résulte en une 
diminution significative de la prolifération cellulaire suggérant un rôle essentiel de CUX1 
dans la prolifération normale des cellules épithéliales intestinales. Dans les cellules 
cancéreuses colorectales humaines T84 et DLD-1, l’absence d’expression de CUX1 mène à 
un ralentissement modeste de la croissance cellulaire et les cellules DLD-1 déficientes en 
CUX1 ne montre pas de réduction du nombre de colonies formées en indépendance 
d’ancrage.
Un résultat préliminaire d’essai d’invasion a montré que l’absence d’expression de CUX1 
ne résulte pas en une diminution de la capacité des cellules DLD-1 de digérer et de 
traverser une matrice de matrigel. De plus, la perte d’expression des isoformes de CUX1 
dans les cellules IEC-6 Mekca ne mène pas à une augmentation de l’expression de la E- 
cadhérine, rejetant l’hypothèse d’une implication potentielle de pllOCUXl dans le 
phénomène EMT. Ces données préliminaires indiquent que l’isoforme pllOCUXl ne 
semble pas avoir d’effet sur la migration cellulaire ainsi que sur la transition épithélium- 
mésenchyme. Des évidences dans la littérature ont rapporté que CUX1 protège les cellules 
cancéreuses pancréatiques humaines de l’apoptose. En effet, une absence d’expression de 
CUX1 dans les cellules de cancer du pancréas PANC-1 et ImimPCl mène à une 
augmentation de l’apoptose basale et induite par le ligand TRAIL ou par des drogues 
chimiothérapeutiques (Ripka et al., 2010). Par contre, les auteurs ne précisent pas 
l’isoforme responsable de l’effet pro-survie de CUX1. Mes travaux ayant démontré que la 
diminution de la prolifération des cellules T84 et DLD-1 déficientes en CUX1 n’est pas 
reliée à un accroissement de la mort cellulaire, il sera donc pertinent d’induire l’apoptose 
avec le ligand TRAIL ou avec des drogues chimiothérapeutiques telles le gemcitabine et le 
5-fluorouracil dans les cellules de cancer du côlon humain dans lesquelles l’expression des
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isoformes de CUX1 aura été abolie par interférence à l’ARN (shARN). La surexpression de 
l’isoforme pllOCuxl dans ces mêmes cellules permettra de déterminer l’implication 
potentielle de cette dernière dans la survie des cellules cancéreuses colorectales humaines.
Enfin, une étude récemment publiée par Vadnais et collaborateurs a rapporté le rôle joué 
par l’isofprme pl 10CUX1 dans la voie de signalisation de réponse aux dommages à l’ADN 
spécifiquement dans les cellules de cancer du sein MCF7 (Vadnais et a l, 2012). H serait 
donc pertinent d’exposer les cellules cancéreuses colorectales humaines qui surexpriment 
pllOCuxl à un stress, soit à des radiations ionisantes ou à des rayons ultraviolets afin 
d’étudier l’implication potentielle de l’isoforme pllOCuxl dans la réponse aux dommages 
à l’ADN spécifiquement dans les cellules de cancer du côlon.
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Liste des gènes cibles régulés par les isoformes de CUX1 et présentés dans cette thèse
Isoformes de CUX1 Gènes cibles Références
P21 Coqueret et al. (1998) EM BO  J. p .4680-4694
p27 Ledford et al. (2002) D ev. Biol. p. 157-171
CFTR Li et al. (1999) J. Biol. Chem. p .7803-7815
OC van Gurp et al. (1999) Cancer Res. p .5980-5988
Hl, H2a, H2b, H3, H4 Nepveu (2001) Gene p.1-15
Gp91phox Luo et Skalnik (1996) JBC p. 18203-18210
Lievens et al. (1995) JBC p. 12745-12750  
N eufeld et al. (1992) Nat. Genet. p .50-55  
Skalnik et al. (1991) JBC p .16736-16744
NCAM Valarche et al. (1993) Developm ent p .881-896
CUX1 Tyrosine hydroxylase Yoon et Chikaraishi (1994) JBC p. 18453-18462
CD8a Banan et al. (1997) JBC p. 18440-18452
Lactoferrine Khanna-Gupta et al. (1997) Blood p .2784-2795
Neutrophile collagénase Lawson et al. (1998) B lood  p .2517-2524
Tryptophane hydroxylase Teerawatanasuk et al. (1999) J. Neurochem. p.29-39
c-myc Dufort et Nepveu (1994) M CB p .4 2 5 1-4257
c-mos H iggy et al. (1997) B iochim . Biophys. Acta p .313 -324
Thymidine kinase K im  et al. (1997) Cell Growth Differ. p. 1329-1338
Sucrase-isomaltase Boudreau et al. (2002) M CB p .5467-5478
Wnt 5a Ripka et al. (2007) Carcinogenesis p. 1178-1187
PLZF Fréchette et al. (2010) FEBS J. p .4241-4253
ADN polymerase a M oon et al. (2001) M CB p .6332-6345
DHFR M oon et al. (2001) M CB p .6332-6345
CAD M oon et al. (2001) M CB p .6332-6345
Cycline A2 Sansregret et al. (2006) M CB p .2441-2455
Cycline E2 Sansregret et al. (2006) M CB p .2441-2455
pllOCUXl Vimentine
Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
N-cadhérine Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
Occludine Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
E-cadhérine Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
Snail Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
Slug Kedinger et al. (2009) J.Biol.Chem . p .2 7 7 0 1 -2 7 7 1 1
Wnt 1,6, 8b, 10a Cadieux et al. (2009) Cancer Res. p .7 188-7197
